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Introducción
INTRODUCCIÓN
1.- Matriz extracelular en el encéfalo
En 1.962 en un simposio sobre el sistema nervioso (según Rulka et al., 1.988, citado por
Bignami et al., 1.993), los asistentes al acto salieron divididos con dos opiniones
irreconciliables. Los biólogos celulares decían que la matriz extracelular, como existe en otros
sistemas, también debía existir en el sistema nervioso central. Los morfólogos, no sólo
rechazaban la existencia de la matriz extracelular en el cerebro, además se apoyaban en
pruebas de microscopía electrónica del sistema nervioso central en el que estaban los
elementos neuronales y gliales altamente compactados reduciendo el espacio extracelular al
mínimo. Argumentaban que el fluido intracelular de las células gliales que rodearía a las
neuronas representa el espacio extracelular que existe, por ejemplo en tejido conjuntivo
(Nicholls, 1.989).
l.a.- Existencia demostrada de la matriz extracelular en el cerebro y volumen que
ocupa.
En pruebas de microscopía electrónica aparecía espacio intercelular vacío, que se
explicaba porque durante el procesado de tejidos se podría extraer su contenido. Pero
actualmente está aceptado que el pequeño espacio extracelular cerebral es un artefacto.
Clorhidrato de cetil-pirimidina o ácido tánico es el complemento para fijación mejor utilizado
para perfundir a la rata y conservar los componentes de la matriz extracelular. Ambos
componentes previenen la solubilización del ácido hialurónico durante el procesado 0
marcaje. Se acepta que el espacio extracelular se encuentra alrededor del 17 al 20 % del
1
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volumen total del cerebro (Nicholson y Rice, 1.986; citados por Bignami et al., 1.993;
Cervós-Navarro et al., 1.994) otros investigadores incluso asignan una cantidad mayor como
el 25 %(Briickner et al., 1.996). El volumen de matriz extracelular está en relación con los
cambios de actividad neuronal (Van Harreveld, 1.972; Svoboda y Syková, 1.991; Dóczi,
1.993; Lehmenkiihler et al., 1.993; Syková y Chvátal, 1.993), y su nivel de plasticidad
(Theodosis et al., 1.999). Investigaciones histoquímicas (Brŭckner et al., 1.996) indican que la
matriz extracelular está acompañada por una marcada heterogeneidad química. Esta
heterogeneidad puede estar provocada por la acumulación de distintos tipos de proteoglucanos
de condroitín sulfato, mayor componente de la matriz extracelular. Esta heterogeneidad es
máxima en las redes perineuronales en sustancia gris, algo que también ocurre en la sustancia
blanca, en los nodos de Ranvier.
l.b.- Componentes mayoritarios de la matriz extracelular en cerebro: hialuronato,
proteoglucanos y glucoproteínas.
Las principales macromoléculas que podemos encontrar en la matriz extracelular del
sistema nervioso son glucosaminoglucanos como el hialuronato, proteoglicanos y
glucoproteínas.
La estructura del ácido hialurónico se encuentra muy conservada en la evolución desde
bacterias a mamíferos (Bignami et al., 1.993). Es un polisacárido compuesto por cantidades
iguales de ácido D-glucurónico y de 2-acetamido-2-desoxiglucosa, agrupados de dos en dos,
repetidos muchas veces. El hialuronato no posee proteína central, no formando estructura de
proteoglucano, pero forma agregados con proteoglucano condroitín sulfato. Se localiza
extracelularmente en el sistema nervioso postnatal y adulto. Se sintetiza en la cara externa de
2
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la membrana plasmática como un polímero lineal libre por la ácido hialurónico sintetasa, en
contraste con otros glucosaminoglucanos que se sintetizan en el aparato de Golgi y son unidos
a proteínas. En los lugares de síntesis puede provocar cambios en el volumen de tejidos y la
creación de espacios libres de células. La estabilidad de estos espacios libres dependerán de
las interacciones con las proteínas hialuronectinas. (Lee y Spicer, 2.000)
Este compuesto es característico del tejido conjuntivo, cordón umbilical, líquido sinovial
y paredes vasculares. En el cerebro, las neuronas pueden producirlo, pues se detecta su
presencia a microscopía electrónica en el citoplasma y núcleo de neuronas en cerebro maduro
(Aquino et al., 1.984; Ripellino et al., 1.988, 1.989). En sustancia gris formando agregados
sobre la superficie de grandes neuronas en algunos sitios, como el asta anterior de médula
espinal, núcleos profundos del cerebelo o corteza cerebral entre otros. También es detectado
en sustancia blanca en la superficie de las capas de membrana que envuelven los astrocitos y
oligodendrocitos los axones en el sistema nervioso central y entre la superficie de las
membranas de las células de Schwann en el sistema nervioso periférico (Eggli y Graber,
1.996).
Tiene una función esencial en la proliferación y migración en el desarrollo del sistema
nervioso (Margolis et al., 1.975; Delpech et al., 1.989). También se asocia con la división
celular al aparecer rodeando a los cromosomas. Se le relaciona con el mantenimiento de la
forma celular y del núcleo, así como la matriz nuclear y la interacción con microtúbulos (Lee
y Spicer, 2000).
Los proteoglucanos son moléculas de alto peso molecular que se componen de un núcleo
proteico que está unido covalentemente a cadenas de polisacáridos y disacáridos complejos. A
3
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estos hidratos de carbono complejos se les llama glucosaminoglucanos. Tienen un núcleo
proteico (proteína axial) que puede oscilar entre 250 a 650 KDa de peso molecular. Este
núcleo puede unir distintos glucosaminoglucanos por un punto conocido pomo enlace. La
unión de monómeros de proteoglucanos da como resultado agregados de alto peso molecular.
Los grupos sulfatados y carboxilos de los glucosaminoglucanos les confieren una alta
concentración de cargas aniónicas. Todos los glucosaminoglucanos, con la excepción del
ácido hialurónico, libre en la matriz extracelular, están ligados covalentemente a una proteína
formando los distintos tipos de proteoglucanos.
Los glucosaminoglucanos se unen a la proteína por secuencias de glucuronil-galactosil
xilosil-serina-Proteína. Los proteoglucanos se clasifican dependiendo del glucosaminoglucano
que tengan unido, no por el tipo de proteína que sea el núcleo. Esta clasificación se justifica
porque aún no se conocen la mayoría de las proteínas que forman los proteoglucanos pero sí
son conocidos los glucosaminoglucanos unidos a ellas.
l.c.- Proteoglucanos condroitín sulfato.
El proteoglucano condroitín sulfato es el más abundante, junto con el proteoglucano
heparán sulfato en el cerebro. De los tres distintos proteoglucanos condroitín sulfato (4
sulfato, 6 sulfato y 0 sulfato), el isómero más abundante es e14 sulfato (Hascalland y Kimura,
1.982, citado por Bertolotto et al., 1.990). Debido al gran número de proteoglucanos distintos
y sus bajas concentraciones en el sistema nervioso, problemas de fijación, tinción, aislamiento
y purificación, ha sido dificil caracterizarlos hasta hace poco. Con anticuerpos monoclonales
y técnicas de biología molecular han abierto nuevos caminos para el estudio de los
proteoglucanos. Todavía la literatura actual en la que se refieren a localización, interacciones,
4
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y funciones de los proteoglucanos en el sistema nervioso, es frecuentemente confusa y
contradictoria, sobre todo con los condroitín sulfato proteoglucanos.
Los condroítín 4-sulfato y 6-sulfato eran denomínados antíguamente condroitines A y C
respectivamente. Es un hidrato de carbono en el que se repite el disacárido 0-beta-D-ácido-
glucopiranosilurónico-2-acetamido-2-desoxi-0-sulfo-beta-D-galactopiranosa, con uniones
(1-^4) y(1-^3). La diferencia entre los dos tipos es la posición del grupo sulfatado. Se
encuentran el condroitín sulfato de manera característica en el cartílago, córnea, pared de
vasos y en ciertos tumores (condrosarcomas, cordomas, etc.}.Tienen un importante papel en el
desarrollo del sistema nervioso, en altas concentraciones inhibe el crecimiento de neuritas y
en bajas concentraciones promueve su crecimiento (Oohira et al., 2.000).
l.c.l: Lecticanos
• Caracterís6cas estructurales
Los lecticanos son una familia de proteoglucanos condroitín sulfato, como por ejemplo
agrecán, versicán, neurocán y brevicán. Se caracterizan al poseer dominios de unión a ácido
hialurónico y un dominio lectina tipo-C en su núcleo proteico. A través de estos dominios el
lecticán interacciona con hidratos de carbono y proteínas ligando en matriz extracelular y
actuando como.
s
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En el cerebro adulto, los lecticanos están interactuando con ácido hialurónico y
tenascinas formando un complejo ternario. Por
ello, se ha propuesto que el ácido hialurónico,
lecticanos y tenascina constituyan el núcleo
donde se reúnen los componentes de la matriz
extracelular en el cerebro adulto, el cual es
encontrado principalmente en los espacios
pericelulares de neuronas con redes
perineuronales (Yamaguchi, 2.000).
• Agrecán, versicán, brevicán y neurocán. Características y patrones de expresión en el
sistema nervioso central.
A1 agrecán se le detectó primeramente en tejido cartilaginoso. En el sistema nervioso
el agrecán fue identificado como el antiguo marcador Cat-301 (McKay y Hockfield, 1982),
como un proteoglucano que une ácido hialurónico (Fryer et al., 1.992; Margolis et al., 1.996).
Está sintetizado por astrocitos y se le ha detectado como componente estructural de las redes
perineuronales (Bignami et al., 1.993). Su expresión se incrementa desde el día embrionario
14 hasta el día 15 postnatal, después aparece de forma constante en la vida de la rata (Oohira
et al., 2.000; Yamaguchi, 2.000).
El versicán fue identificado por primera vez en fibroblastos de tejido conjuntivo.
Aparece en el tejido periférico con menos cantidad del glucosaminoglucano condroitín sulfato
que en tejido no nervioso. Es sintetizado por oligodendrocitos y células de Schwann (Le
Baron, 1.996; Courel et al., 1.998; Yamaguchi, 2.000). Es conocido que la variación en el
6
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número y longitud de los glucosaminoglucanos da variabilidad entre proteoglucanos con el
mismo núcleo proteico (Bignami et al., 1.993; Hardinghan y Fosang, 1.992). Se ha detectado
como componente estructural de las redes perineuronales (Bignami et al., 1.993). Tiene varios
patrones de expresión según las diferentes isoformas, la isoforma CSa se incrementa desde el
día 10 al 100 postnatal, y la isoforma CSR de manera similar al neurocán desde el día
postnatal 2 al 6 para después volver a rúveles más bajos, parecidos a los iniciales (Yamaguchi
et al., 2.000; Oohira et al., 2.000). El neurocán no es de crucial importancia para el sistema
nervioso central a la hora del desarrollo cerebral y mantenimiento en general, pues ratones
con el gen para codificar neurocán defectuoso eran viables, fértiles y no se apreciaba ningún
defecto anatómico, morfológico y ultraestructural. Sólo tenían ligero retardo en la plasticidad
por potenciación a largo plazo, por pequeños defectos en la sinapsis. Puede existir
redundancias entre otras lectinas o fosfacán, que pueden ser estudiadas en el futuro por dobles
knockouts. (Zhou et al., 2.002). Sin embargo experimentos para dobles knockouts para
agrecán y versicán son letales en estadios tempranos de la vida.
Una variante del versicán es el GHAP que aparece en nodos de Ranvier en sistema
nervioso central y periférico (Delpech et al., 1.982), y en oligodendrocitos in vitro (Asou et
al., 1.983). Aparece en sustancia blanca con excepción de la capa granular del cerebelo. El
receptor del GHAP en astrocitos es el CD44 (Bignami et al., 1.993). Este proteoglucano
además de unirse a hialuronato se colocaliza con tenascina (Perides et al., 1.993)
El brevicán es uno de los proteoglucanos condroitín sulfato más abundantes del
sistema nervioso adulto. Se sintetiza por astrocitos (Yamada et al., 1.994) y por
oligodendrocitos (Seidenbecher et al., 1.998). Se expresa únicamente en sistema nervioso
(Yamaguchi et al., 1.996). Interacciona con el ácido hialurónico y también con tenascina-R
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(Hagihara et al., 1.999; Angelov et al., 1.998; Wintergerst et al., 1.996). Se expresa
escasamente en el periodo embrionario, incrementándose varias semanas después del
nacimiento (Yamada et al., 1.997; Milev et al., 1.998) y más concretamente su expresión
aumenta desde el día embrionario 14 hasta el día 15 postnatal, después aparece constante
(Yamaguchi, 2.000; Oohira et al., 2.000). Actúa como inhibidor del crecimiento de neuritas
estabilizando las sinapsis existentes (Friedlander et al., 1.994).
El neurocán fue identificado por clonación de su gen al relacionarse estructuralmente
con agrecán y versicán (Rauch et al., 1.991). Este proteoglucano condroitín sulfato sólo es
expresado en sistema nervioso. Es sintetizado por neuronas (Engel et al., 1.996) y por
astrocitos (Oohira et al., 1.994). Interacciona con tenascina-C y R(Milev et al., 1.997, 1.998),
así como con ácido hialurónico (Margolis et al., 1.996). La expresión de neurocán es muy
acentuada desde el día 2 al 6 postnatal y después declina rápidamente a niveles iniciales
(Yamaguchi, 2.000; Oohira et al., 2.000). Como molécula completa es dificil encontrarlo en el
sistema nervioso adulto, pero se pueden encontrar fragmentos derivados de su proteolisis
(Matsui et al., 1.998). El fragmento N-terminal tiene 130 kDa y se le denomina neurocán-130.
Y el fragmento C-terminal de 150 kDa es llamado neurocán-C. El grupo de Matsui et al.
(1.998), describen el neurocán 130, pero no el neurocán-C como componente de las redes
perineuronales. El neurocán 130 fue detectado predominantemente en el citoplasma de
prolongaciones de astrocios que envolvían somas neuronales. Generalmente los
proteoglucanos están localizados en la matriz extracelular, sin embargo, en este caso fueron
localizados en el citoplasma astrocitario.
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1.c.2.- Otros proteoglucanos no lecticanos.
El fosfacán es el más grande proteoglucano condroitín sulfato no lecticano y se suele
colocalizar con neurocán (Milev et al., 1.998). Es sintetizado por los astrocitos (Engel et al.,
1.996). Interacciona uniéndose a varios componentes de la matriz extracelular. Se une a ácido
hialurónico (Margolis et al., 1.996), con las dos tenascinas, tenascina-C (Grumet et al., 1.994;
Milev et al., 1.997) y tenascina-R (Milev et al., 1.998). El fosfacán también interacciona con
la molécula HB-GAM (unión de heparina - crecimiento asociado a molécula) que activa el
crecimiento de neuritas.
1.c.3.- Función de los lecticanos como estructuradores de la MEC junto con ácido
hialurónico y tenascinas.
Los proteoglucanos se encuentran presentes como componentes de la matriz extracelular,
superficie celular y como proteínas transmembrana en neuronas y glía. Los proteoglucanos
condroitín sulfato se encuentran preferentemente como componentes de la matriz e^racelular
o en la superficie celular en el cerebro maduro. Se dividen en tres grupos según la sulfatación
de la unidad disacárida de los glucosaminoglucanos. Los proteoglucanos heparán sulfato
tienen gran variabilidad, la mayoría de ellos como componentes de las membranas
plasmáticas.
Análisis bioquímicos han demostrado la presencia de condroitín sulfato y heparán sulfato
en neuronas y astrocitos aislados, pero no en oligodendrocitos (Margolis y Margolis, 1.974), y
la biosíntesis de condroitín sulfato proteoglicanos ha sido descrita tanto para neuronas
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(Hoffman y Edelman, 1.987; Murillo-López et al., 1.991) como para astrocitos (Norling et al.,
1.984; Gallo et al., 1.987; Gallo y Bertolotto, 1.990; Jonhson-Green et al., 1.991).
El hialuronato es un componente ubicuo en la sustancia gris con tres excepciones: la
sustancia gelatinosa de la médula espinal, capa molecular del cerebro, retina y segmento
proximal del nervio óptico en el canal escleral (Bignami et al., 1.993). El hialuronato forma en
la sustancia gris unos agregados pericelulares que rodean grandes neuronas en distintas
localizaciones, idénticos a la imagen de las redes perineuronales (Blŭmcke et al., 1.995)
Gracias a la gran variedad de anticuerpos contra moléculas de la matriz extracelular,
muchos investigadores han descrito una localización perineuronal del condroitín sulfato
proteoglucano (previa digestión con condroitinasa). El ácido hialurónico se colocaliza con
proteoglucano condroitín sulfato, dando como resultado igual distribución en la matriz
extracelular. Estudios recientes indican que el versicán es el condroitín sulfato que se
colocaliza con el hialuronato en la sustancia gris y el GHAP ("glial hyaluronic acid-binding
protein"), y hialuronato en la sustancia blanca (Bignami et al., 1.993).
Una molécula "puente" entre los proteoglucanos de matriz extracelular por medio de la
membrana citoplásmica y el citoesqueleto de la neurona son las integrinas (Jones, 1.996).
Estas moléculas sirven de anclaje así como de receptores de señales extracelulares que su
activación puede desencadenar la actuación de segundos mensajeros.
Yamaguchi (2.000) hipotetiza sobre la estructura de la matriz extracelular. Propone un
complejo ternario como base de su construcción que podría tener su expresión máxima en las
redes perineuronales. Este complejo estaría compuesto por ácido hialurónico-lecticán-
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tenascina. Considerando la naturaleza de varios sitios de unión de la tenascina se propone que
gracias a la asociación de estas moléculas resulta en la formación de una organizada red de
ácido hialurónico en los espacios intercelulares.
El lecticán tiene alta afinidad por la tenascina-R, puede incrementar el nivel de enlaces
cruzados en las cadenas de ácido hialurónico, tightening of the matriz, según Yamaguchi. Una
degeneración del lecticán puede provocar una bajada en el nivel de enlaces cruzados,
loosening of the matrix, según Yamaguchi. Esta degeneración puede tener distintas causas
como proteinasas que afecten al núcleo proteico, expresión alterada de lecticanos, o lecticanos
con baja afinidad por sus ligandos, también por un aumento de ácido hialurónico. Este modelo
puede actuar como barrera fisica
para determinados materiales,
formando una barrera repulsiva
de crecimiento axonal y neurítico.
Este es un modelo simplificado
en cual deberían añadirse otras
moléculas. (Yamaguchi, 2.000)
Por la complejidad y
diversidad de la estructura de los proteoglucanos, sus funciones están determinadas
probablemente por numerosos factores que incluyen las moléculas con que interaccionan, su
expresión espacial y temporal, y si las células responden a la proteína central del
proteoglucano, a los glucosaminoglucanos, o a ambos.
it
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Los proteoglucanos están implicados en: la
regulación de la morfología celular, en la
adhesión celular, en la ontogenia del cerebro
(proliferación, migración y diferenciación), en
la presentación y unión de factores de
crecimiento, en transducción de señales, y en la
organización y estabilización de la sinapsis en
el adulto.
Las cadenas de glucosaminoglucanos
unidos a los proteoglicanos en la matriz
extracelular también van a favorecer la
imbibición de agua, captura de compuestos
amonio cuaternario (ejemplo: acetil-colina) y
captura de aminas biógenas.
A
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Yamaguchi y col., 2.000
Como conclusión las funciones de los proteoglucanos se podrían resumir en dos: a.- El
mantenimiento de estructuras de matriz extracelular, como de contactos celulares, formación
de sinapsis (plasticidad neuronal), receptores tróficos que promueven el crecimiento axonal y
de neuritas. b.- Mantenimiento y desarrollo de la diversidad neuronal del sistema nervioso
central de mamíferos, que depende de interacciones célula-célula y célula-sustrato entre
moléculas de adhesión celular de matriz extracelular y factores neurotróficos.
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l.d.- Tenascinas
Las tenascinas son glucoproteínas de matriz extracelular que se encuentran en sistema
nervioso central además de otros tejidos. En total se conocen diferentes isoformas por
procesamiento alternativo del ARNm (Erickson, 1.993), los tipos C, R, X, Y y W. Tiene una
estructura en forma de seis brazos o hexabraquión. Sin embargo, en el sistema nervioso
central aparecen dos tipos de tenascinas: La tenascina-R y la tenascina-C. Durante el
desarrollo es uno de los mayores componentes de la superficie neuronal y astrocitaria
(Erickson, 1.993; Crossin, 1.994; Faissner y Steindler, 1.995). Su expresión en el desarrollo
del sistema nervioso central está temporalmente controlada y espacialmente restringida. Las
funciones atribuidas a la tenascina son, migración neuronal (Husmann et al., 1.992),
promoción o inhibición del crecimiento de neuritas e inhibición del crecimiento del cono
axónico en diferentes situaciones (Faissner y Kruse, 1.990). En adultos aparece en escasa
cantidad (Bartsch et al., 1.992; Zhang et al., 1.995) y en gran cantidad durante el desarrollo y
en la regeneración de tejidos dañados (Laywell et al., 1.992; Becker et al., 1.995; Zhang et al.,
1.995).
La tenascina-C es capaz de interaccionar con distintos componentes de la matriz
extracelular, como se pone de manifiesto distintos trabajos de localización de componentes en
las redes perineuronales. Interacciona, por tanto, con neurocán y fosfacán (Milev et al., 1.997,
1.998), así como con ácido hialurónico. Actúa durante el desarrollo del cerebro, regeneración
axonal, génesis de tumores y daño en el tejido nervioso (Weber et al., 2.002). Si se anula la
expresión del gen de la tenascina C utilizando ratones knockout (Weber et al., 2.002),
aparecen defectos en el balance de serotonina y dopamina, y a nivel ultraestructural se altera
la unión neuromuscular y los nervios periféricos.
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La tenascina-R es expresada por oligodendrocitos durante la mielinización en el
desarrollo (Weber et al., 1.999) y en adultos (Wintergerst et al., 1.993). Se detecta ente axones
amielínicos y en los nodos de Ranvier. La tenacina-R, al igual que la de tipo C, se une a
diversos tipos de moléculas de la matriz extracelular. Se une a HNK-1, neurocán, versicán y
fosfacán, así como a otras moléculas de tenascina-R (Milev et al., 1.997; Weber et al., 1.999)
y también con ácido hialurónico. Suele inhibir el crecimiento de neuritas y promueve la
diferenciación neuronal acentuando la polarización. Si se bloquea la expresión del gen de la
tenascina-R estudiando en ratones knockout, aparecen alteraciones en la distribución en la
matriz extracelular asociadas con las redes perineuronales y los nodos de Ranvier. Además
también aparece un acusado decremento en la velocidad de conducción del impulso nervioso
(Weber et al., 1.999).
l.e.- Proteoglucano queratán sulfato en la matriz extracelular.
Se compone de unidades de D-galactosa y N-acetil-D-glucosamina unidas por enlace beta-
D-galactosídicos (1^4). El sulfato se encuentra en el carbono 6 de la glucosamina. Se
encuentra especialmente en las paredes de las arterias.
l.f.- Matriz extracelular en el hipotálamo.
El hipotálamo es la parte del diencéfalo vinculada con la regulación central de las
funciones viscerales, autónomas, endocrinas, y la conducta afectiva. Está situado a derecha e
izquierda del tercer ventrículo. La hipófisis está unida al infundíbulo, y por éste al hipotálamo
que se sitúa a partir del quiasma óptico sobre la cara ventral del encéfalo. La porción más
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distal del proceso infundibular es la neurohipófisis (Kahle y col., 1.992). EI hipotálamo se
encuentra limitado por delante por el quiasma óptico, lateralmente por las cintillas ópticas y
posteriormente por los tubérculos mamilares. Su estructura se puede dividir en tres partes:
preóptica, situada delante del quiasma óptico, la región del tuber cinereum que se continúa
con el infundíbulo y la región de los cuerpos mamilares. La región preóptica se compóne de
neuronas parvocelulares desde la comisura anterior hasta el tercer ventrículo. Se continúa
caudalmente con los dos núcleos magnocelulares, el núcleo supraóptico y paraventricular.
El núcleo supraóptico se sitúa lateral al quiasma óptico y tracto óptico. El núcleo
paraventricular se sitúa en la parte lateral superior de la pared del tercer ventrículo, estando
separado del epéndimo sólo por una capa glial. El núcleo magnocelular preóptico se sitúa
lateral al núcleo supraóptico en la parte más lateral del hipotálamo.
Las células de los núcleos supraóptico y paraventricular poseen aspecto similar. Son más
grandes que las células de la sustancia gris central que la rodea y se colorean intensamente
con anilinas. Los gránulos de Nissl están distribuidos en su periferia, y aparecen inclusiones
de naturaleza coloidal que son consideradas sustancias neurosecretoras (cuerpos de
Herring). Los dos núcleos envían fibras al lóbulo posterior de la hipófisis o neurohipófisis.
Las fibras del núcleo supraóptico y paraventricular forman el haz supraóptico-hipofisario.
Secretan dos hormonas pépticas llamadas oxitocina y vasopresina (ADH-hormona
antidiurética). Las hormonas se forman en el cuerpo celular y se unen a una proteína
transportadora llamada neurofisina. El conjugado se transporta por el axón y se libera en los
vasos de la neurohipófisis. Cada tipo celular produce también una neurofisina característica.
Estudios a microscopía electrónica revelan que el material neurosecretor está formado por
agregados de gránulos de 50 a 200 nm. de diámetro. Las dos hormonas son producidas en
los dos núcleos, pero la secreción de vasopresina es más abundante en el núcleo supraóptico
y la oxitocina en el núcleo paraventricular. El núcleo supraóptico está específicamente
relacionado con el mantenimiento del equilibrio hídrico del organismo. La producción de
hormona vasopresina (o ADH) está relacionada con los cambios de presión osmótica de la
sangre que irriga a los núcleos supraópticos. La oxitocina, producida en mayor medida por
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el núcleo paraventricular, va a actuar en la contracción del músculo liso del útero en el
parto y en la contracción del músculo liso que rodea los alvéolos de las glándulas mamarias.
En relación a la matriz extracelular del hipotálamo los datos son escasos. Se conocen
varios núcleos o regiones en donde se han observado algunas neuronas con redes
perineuronales (Seeger et al., 1.994; Bertolotto et al., 1.996). En el caso de los núcleos
magnocelulares supraóptico y paraventricular no se han detectado redes perineuronales y
forma parte de su matriz extracelular la tenascina-C (Theodosis et al., 1.997), tenascina
asociada a desarrollo embrionario. Estos núcleos presentan plasticidad estructural en adultos
en respuesta a estímulos fisiológicos como lactancia y sed prolongada (Hatton, 1.990).
La glía limitante ventral, subyacente al núcleo supraóptico, incluye una población de
astrocitos que extienden sus prolongaciones hacia las zonas dendríticas y de cuerpos celulares
de las neuronas magnocelulares (Salm y Hatton, 1.980; Salm et al., 1.985). Aparecen
profundas remodelaciones morfológicas durante la estimulación del núcleo (parto, lactancia y
deshidratación), que son: incremento en la extensión de haces dendríticos (Perlmuter et al.,
1.984); formación de sinapsis adicionales (Theodosis et al., 1.981; Hatton y Tweedle, 1.982;
Perlmuter et al., 1.984; Tweedle y Hatton, 1.984; Chapman et al., 1.986); formación de
uniones tipo GAP (Cobbett y Hatton, 1.984); y cambios en la cantidad de recubrimiento del
astrocito en el soma, dendritas o ambos en la neurona. Y siempre con la parada del estímulo,
la mayor parte de estos cambios revierten (Hatton, 1.990; Theodosis y Poulain, 1.993).
Los astrocitos expresan de forma variable tenascina en el núcleo supraóptico, por ello
esta glucoproteína puede tener una importante función en la plasticidad de este núcleo en
adultos. Cuando se estimula con deshidratación en ratas, el marcaje de tenascina disminuye
sensiblemente a partir del sexto día, revirtiendo a valores normales cuando cesa la
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estimulación (Singleton y Salm, 1.996). Por lo que se sugiere que la producción de tenascina
constituye una barrera de interacción célula - célula como la formación de sinapsis y uniones
tipo GAP. Cuando disminuye la estimulación, hay poca tenascina que faciiita la interacción
entre las células.
En los núcleos supraóptico y paraventricular se detectaron tenascina-C en los somas de
los astrocitos (Bonfanti et al., 1.993) y en las dendritas neuronales y sus aferencias
(Armstrong et al., 1.982). Debido a la tenue reacción de ia tenascina-C se suele empiear
métodos especiales para poner de manifiesto esta inmunorreactividad, como por ejemplo con
la técnica de la glucosa oxidasa con níquel y diaminobencidina (Theodosis et al., 1.997). A
nivel ultraestructural no se detecta en el citoplasma astrocitario en estado normal, según
Theodosis, porque existe un intercambio rápido de tenascina-C citoplasma-matriz extracelular
(Faissner et al., 1.994). Si se suprime este intercambio rápido con colchicina el marcaje
únicamente aparece en astrocito y no en neuronas. El marcaje en situación normal aparece en
la superficie de astrocito, cerca de su membrana plasmática, colocalizándose en astrocitos que
se marcan con la proteína gliofibrilar ácida en doble marcaje de microscopía óptica de
fluorescencia. Sin embargo, no todas las prolongaciones de astrocitos presentan esta
reactividad (Theodosis et al., 1.997).
Otra sustancia que se ha estudiado en el hipotálamo es el ácido polisiálico. Aparece
durante el desarrollo, después sólo permanece en zonas donde existe mucha plasticidad como
en el sistema neuro-hipofisario-hipotalámico (Bonfanti et al., 1.992, 1.996). Se ha detectado
un importante regulador de interacciones de superficie celular que reduce la adhesión celular,
es el ácido polisiálico que se encuentra situado en el dominio e.^ctracelular del N-CAM.
Cuando en el sistema hipotálamo-neurohipofisario aparecen cambios morfológicos por
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estimulación fisiológica se expresa fuertemente ácido polisiálico. Por esta razón es necesaria
su presencia para que se produzca plasticidad ante un estímulo. (Theodosis et al., 1.999)
2.- Matriz extracelular y redes perineuronales
El centro de interés de la matriz extracelular en el sistema nervioso central ha estado y
está centrado, sin embargo, en estructuras que aparecen rodeando a algunas neuronas. Estos
espacios intercelulares en el sistema nervioso central están ocupados por una matriz
extracelular que se caracteriza, desde el punto de vista de su composición química, por la
presencia mayoritaria de proteoglucanos con distintos sulfatos formando complejos con
hialuronato y tenascina, y también por la ausencia de proteínas fibrosas. En algunas neuronas
la matriz extracelular forma estructuras, ya detectadas hace un siglo por Golgi (1.882, 1.893,
1.898) y Ramón y Cajal (1.890, 1.896, 1.897), denominadas redes perineuronales.
Morfológicamente son un recubrimiento
reticulado, con aspecto granulado adherido
íntimamente a la superficie del soma y a las
dendritas proximales, incluyendo el segmento
inicial del axón de varios tipos de neuronas
(Bertolotto et al., 1.990, 1.991; Brauer et al.,
1.982, 1.984; Briickner et al., 1.990; Fujita et al.,
1.989; H^rtig et al., 1.992; Mulligan et al., 1.989;
F^a. 537. - Ccllules A eplindro-aao wurl; cervcau dc eóal. Atélóode d'Eórlich
légt•rcmenl modillCO.
Ramón y Cajal, 1.898
Naegele et al., 1.988; Nakagawa et al., 1.986; Zaremba et al., 1.989, 1990). Delimitan unos
pequeños compartimentos de forma poligonal a través de los cuales los botones sinápticos van
a contactar con la superficie de las neuronas (Palay y Chan-Palay, 1.974). Actualmente se las
18
Introducción
considera una acumulación de la matriz extracelular en la superficie de la neurona en la que
están embebidas prolongaciones de astrocitos.
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Aunque caracterizadas morfológicamente, estas
estructuras siguen siendo, en gran medida, una
incógnita. Sólo un limitado número de neuronas
repartidas de forma dispersa por los núcleos del
encéfalo las presentan y, aunque los tipos de
compuestos que las forman son los anteriormente
mencionados, presentan gran heterogeneidad
bioquímica. Estos hechos han sido el centro de
interés en una mayoría de trabajos sobre la matriz
extracelular en cerebro de rata. A pesar de ello, no
existe una correlación claramente establecida entre
redes perineuronales y tipo funcional de neuronas, si
bien la mayoría suelen ser motoras o relacionadas con el movimiento, se han encontrado
numerosas interneuronas GABA positivas, con parvalbúmina, y el canal de iones potasio
regulado por voltaje donde se detecta la subunidad Kv3.lb (Hártig et al., 2.001). Estas
características de colocalización no completa con redes perineuronales puede indicar que sean
interneuronas de gran actividad y fisiológicamente de disparo rápido.
No conociendo aún la función de estas estructuras, se apuntan varias hipotesis entre las
que cabría señalar la de fijar las sinapsis establecidas e inhibir la formación de nuevas y la de
crear un tampón altamente aniónico alrededor de neuronas de disparo rápido de tipo protector.
Las redes perineuronales se forman durante el desarrollo postnatal, pero no parece claramente
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establecido en qué medida los astrocitos y las propias neuronas contribuyen a la síntesis de los
componentes mayoritarios, los proteoglucanos condroitín sulfato. La composición de la
matriz extracelular general del encéfalo, aparte de las redes perineuronales, tampoco es
homogénea y se especula que podría contribuir a definir o separar núcleos funcionales en el
sistema nervioso central. Aunque las redes perineuronales parecen estructuras muy estables a
lo largo de la vida, no hay datos sobre posibles variaciones ni en estas estructuras én particular
ni en la matriz extracelular del sistema nervioso en general durante el envejecimiento. ^
2.a.- Las redes perineuronales: Estructura y función.
Las teorías que pretendían explicar la composición y funcióñ de las:redes perineuronales
cambiaron significativamente a lo largo de la historia. Numerosos avances técnicos a fmales
del siglo dieciocho proporcionaron la base para que pudieran empezar a observarse las redes
perineuronales, como el progreso de la manufactura de microscopios, los objetivos de
inmersión y los objetivos apocromáticos que aumentaron el poder de resolución, los
microtomos refinados y nuevas tinciones como cloruro de oro, azul de metileno vital de
Ehrlich, el método de Nissl y la tinción de plata de Golgi.
• ,COllula^nervos^^con ri.veattmento.reti ĉolare: ^^'
(dellula nervosa ^etle corna nutcriori del midollo'spimla di gatto).
Golgi, 1.898
Las redes perineuronales fueron
observadas primeramente por Golgi (1.898)
en dos trabajos, uno sobre médula espinal
(Golgi, 1.882) y otro sobre el cuarto nervio
craneal (Golgi, 1.893). Las interpretó como
una especie de armazón o armadura de
queratina (Golgi, 1.898). Estas
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observaciones fueron confirmadas por Lugaro (1.895), Donaggio (1.896) y Martinotti (1.897).
Veratti (1.900), pupilo de Golgi, y Donaggio (1.898, 1900, 1.901,1.903) describen redes
perineuronales enfatizando en su continuidad no sólo con la red neurofibrilar interna, sino
también con las fibrillas extracelulares.
Otros autores como Meyer (1.896, 1897, 1.899), Nissl, Bethe
(1.898, citados por Ramón y Cajal, 1.898) y Held (1.902, citado por
Celio y Bliimcke, 1.994 y por Celio et al., 1.998) creían que se
trataba de prolongaciones anastomosadas que llegaban a la
superficie de la neurona procedentes de las arborizaciones de los
axones. Bethe (1.900) observó dos redes distintas, las tradicionales
redes perineuronales que las llamó "de Golgi" (Golginetz) y una
red "difusa" (Fiilnetz) que se situaba sobre células gliales, vasos
sanguíneos y fibras nerviosas. Varios autores (Held, 1.902; Von
Economo, 1.906; Besta, 1.910) estudiaron ambas redes y argumentaron que las dos redes se
trataban de una parte integral de la organización sincitial de la neuroglía. Ramón y Cajal
(1.890, 1.896, 1.897, 1.898) argumentaba contra la opinión de estos autores que no eran más
que un artefacto derivado de la coagulación de los fluidos pericelulares. A partir de las
afirmaciones de una gran autoridad como Ramón y Cajal, la mayoría de los investigadores del
mundo fueron perdiendo el interés por las redes perineuronales y se centraron en otras
cuestiones como la base organizativa y funcional del sistema nervioso, cambiando su atención
a las neurofibrillas. Sin embargo, el estudio de las redes perineuronales no fue del todo
abandonado y algunos científicos siguieron estudiándolas.
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Nissl propone la existencia de intersticios en la materia gris que les llama sustancia
granulosa. Posiblemente estaba describiendo la matriz extracelular. Ramón y Cajal (1.898)
dijo: "... algtmas células nerviosas poseen dos capas superficiales: a) una hialina, fmísima, sin
estructura aparente, situada por fuera del cuerpo celular, ... y b) una red superficial coloreable
por el azul de metileno ... " A nuestro entender esta "capa hialina" a la que alude Ramón y
Cajal se refiere a la matriz extracelular y la "capa de red" se refiere a prolongaciones de
astrocitos. Las redes perineuronales son descritas por Ramón y Cajal con mayor detalle que
Golgi posteriormente (Ramón y Cajal, 1.911).
Flc. 9b8. -, Deux cellules b cy-
lindre-pxe court du cer.veau;
chal adulte. Atélhode du ni-
U•ate d'argenl, rQduit a^•ec tlxa-
tion préaloble dans lc formo
acélone.
A, cellute ^ ¢ytindre-oxe nscendnnl
en mise ou palnt équoloriole ;-
B, celiute L cylindre-oxe descen-
Uont en miso au Rolnl superOcielle;
- u, oxone.
Ramón y Cajal, 1.898
Besta (1.909, 1.910, 1.911, 1932) describió la
morfología de las redes perineuronales en diferentes
regiones del sistema nervioso en varias especies de
mamíferos, incluyendo el hombre. Las examinó bajo
condiciones fisiológicas y experimentales produciendo
lesiones en el tejido nervioso.
Las redes perineuronales en trabajos clásicos fueron
observadas en los axones cortos de interneuronas y, menos
frecuentemente, en células piramidales de la corteza
cerebral, en el hipocampo, en el núcleo dentado del
cerebelo, en el núcleo olivar y en células nerviosas del asta
anterior de la médula espinal de muchas especies animales
diferentes, incluida la humana. Later (1.897, citado por
Lafarga, 1.984) confirma la existencia de las redes en
neuronas piramidales de gato con el método de azul de
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Con la utilización de los métodos histoquímicos. En 1.959 aparecieron investigaciones
que establecían relación entre ]a acetilcolinesterasa y la sustancia de Nissl (Fukuda y Koelle,
1.959, citado por Mestres y Lafarga, 1.972). La acetilcolinesterasa se sitúa en astrocitos y
capilares del cerebro. Pero la teoría del origen glial fue desechada con la caída de la teoría
reticular. Sin embargo, en 1.960, gracias a la técnica del ácido peryódico-base de Schiff
(PAS), se descubre la presencia de material PAS-positivo alrededor de células nerviosas y e]
neuropilo de algunos encéfalos de vertebrados. Sin embargo, los investigadores no se dieron
cuenta de las similitudes de las antiguas "redes de Golgi" y no las asociaron con estas
estructuras. Estas sustancias PAS-positivas eran sustancias cargadas negativamente, como
mucopolisacáridos, ahora llamados glucosaminoglucanos, glucoproteínas y ácido hialurónico.
El empleo de técnicas de inmunohistoquímicas han facilitado el reconocimiento de
moléculas de forma individua.l, como ácido hialurónico, versicán, fosfacán, neurocán y otros
condroitín sulfatos. Se pudieron identificar otros compuestos utilizándose anticuerpos
monoclonales que permitieron identificar moléculas en las redes perineuronales como
proteoglucanos condroitín 0, 4 y 6-sulfato, proteoglucanos queratán sulfato y tenascinas. El
desarrollo de métodos modernos neuroanatómicos que permiten la observación del sistema
nervioso a nivel ultraestructural, y los métodos moleculares que dejan ver la locali^ación
histológica de diferentes moiéculas, han hecho que ias observaciones clásicas hayan sido
revisadas y en parte clarificadas.
Desde principios de siglo solamente unos pocos autores habían vuelto a tratar el tema de
ias redes perineuronales. Debido, quizá, a las técnicas usadas tan aleatorias (tinción de Golgi,
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metileno de Ehrlich.
FIR. 4.1-4.4 Dnwings fmm Beata'z, Belbni's at^d Rordinini'a pa-
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Vitellaro-Zuccarello et al., 1.998
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tarmed by thm filvrnnNS rad'atirg hom o cmfmf
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of the tpirwl coro d a coM embryo), stained oc•
cording to Brtfse's mrthod (FhAich't mrthyl•
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corucol uM, dtríMtd /rwn a potient wRh pcxdyttic
demmrio'. (G) CrN drrived Irom rlrr nuctrus ol
the vogus (meduUa obbngata) o/ lacerta
muralis. Within thr meshes ot the peripheral
appororus (or petirrcurond net), o typrzd cat.
wtreN patam rodiopng hnm a ctnttd smaN tpot
is evidmt. FNontents origirsorng hom the (cell)
wrfixe cannect wifh thr wrroutáing strorno'.
Celio et al., 1.998
Rondinini (1.931) hizo el primer estudio
comparativo, en el que demostró que las redes
perineuronales eran encontradas en el sistema nervioso
central de anfibios, reptiles y aves. En 1.933 Belloni
(1.933) Ilevó a cabo un estudio morfológico de redes
perineuronales y"difusas" en corteza cerebral humana
normal y en cerebro de fetos de cinco meses. También
proporcionó detalles de alteraciones estructurales
manifestadas en gran número de cerebropatías
degenerativas.
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tinción vital del azul de metileno de Ehrlich seguida de fijación con molibdato amónico, etc.).
Aunque hubo acuerdo respecto a su apariencia entre los neuroanatomistas clásicos, no hubo
acuerdo respecto a sus orígenes, composición y función. El estudio de las redes
perineuronales se centró en dos vertientes: el componente citológico que serían las
prolongaciones citoplásmicas de los astrocitos y más adelante los numerosos componentes de
la matriz extracelular.
Las descripciones de las redes en los primeros trabajos se limitaban a unos pocos ejemplos
en localizaciones específicas, por ejemplo médula espinal, que contenían neuronas grandes,
las cuales se pueden observar usando métodos de tinción clásicos. Sin embargo, los trabajos
más actuales se refieren a ejemplos tomados de estas zonas (médula, cerebelo, corteza, etc.).
Pero todas las neuronas están rodeadas por un glucocáliz, un recubrimiento de glicoproteínas,
glucolípidos y proteoglucanos.
Se estudió la relación que existe
entre las prolongaciones astrocitarias
que forman la red y los botones
sinápticos axo-somáticos con
histoquímica por el método de la butiril
colinesterasa. Propusieron que las
redes perineuronales eran láminas de
fmas prolongaciones astrocitarias en
forma de lamela. Las estructuras
p
fl^. 5. - Du`nm ol a n ^hm.^iny thc prnnavnrtul m^t anJ i^. pruónbk n•la^i.w^
wilh tlw• >xuwmalk,nU optia Aulbs.
Mestres y Lafarga, 1.972
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redondeadas o poligonales de la red dicen que eran perforaciones de esta lámina por las que
llegan terminales sinápticos a contactar con la superFcie de la neurona. (Mestres y Lafarga,
1.972, 1.984; Szentágothai, 1.975)
Las redes perineuronales representan la visualización de un material extracelular en los
espacios intersticiales alrededor de las terminaciones sinápticas (Palay y Chan-Palay, 1.974).
Las técnicas de microscopía electrónica revelan que estas prolongaciones pueden entrelazarse
paza formar una red cuya localización puede coincidir con la localización de la matriz
extracelulaz de las redes perineuronales. Gracias a este análisis ultraestructura] se pudo
observar que las redes perineuronales se correspondían con prolongaciones gliales (Palay y
Chan-Palay, 1.974). Por tanto, una posible explicación que dieron a que otras neuronas no
tuvieran redes perineuronales sería por la escasa llegada de sinapsis a su soma. Las neuronas
postsinápticas que reciben unos pocos contactos sinápticos sobre su soma no pueden mostrar
este entramado típico sobre su superficie tan claramente como las grandes neuronas. Las
células nerviosas como las del núcleo cerebelar profundo, de gran tamaño, muestran más
claramente sobre su superficie las redes perineuronales (Angaut y Sotelo, 1.973; Sotelo y
,
Angaut, 1.973; Lafarga et al.,^ 1.984) al tener mayor superficie para establecer contactos
sinápticos.
En 1.990 aparece el primer trabajo que trata de la matriz extracelular como expresión de
ias redes perineuronales. Este estudio muestra que el proteoglucano condroitín sulfato forma
una red extracelular en el sistema nervioso central en la materia gris y blanca. Se observa
asimismo un incremento del marcaje en las proximidades de la neurona. La estructura fue
detectada en la matriz extracelular y el proteoglucano estaba expresado por astrocitos
(Bertolotto et al., 1.990). Los proteoglucanos son los componentes más abundantes presentes
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en la matriz del sistema nervioso adulto normal. Otros componentes como fibronectina,
laminina y colágeno están confinados a la estructura vascular.
Las redes perineuronales se encuentran
preferentemente alrededor de determinados tipos de
neuronas. Se ha demostrado una relación entre
neuronas parvalbúmina positivas y la aparición de
redes perineuronales en su superficie (moléculas de
matriz extracelular de las redes perineuronales)
(Kosaka, 1.989, 1.990; Ltith et al., 1.992; Naegele y
Barnstable, 1.991; Brauer et al., 1.993). Utilizando
dobles marcajes contra moléculas de matriz
extracelular de las redes y contra ciertos
neurotransmisores, también apareció una relación entre neuronas GABAérgicas
(interneuronas inhibidoras) y redes perineuronales en su superficie (Celio, 1.986). Se ha
encontrado en la matriz extracelular de las redes perineuronales de neuronas parvalbúmina
positivas que tienen también una gran cantidad de tenascina. También se propone que la
tenascina es el mayor componente de estas redes en corteza cerebral (Celio y Chiquet-
Ehrismann, 1.993). Esta asociación de neuronas con determinadas características bioquímicas
o fisiológicas con la aparición de redes en su superficie, todavía no está aceptada (Seeger et
al., 1.994). Este rechazo proviene de que se detectaron redes en neuronas sin las
características anteriores citadas.
Las redes aparecen durante el desarrollo postnatal (Nakagawa et al., 1.987; Schwartig et
al., 1.987; Schweizer et al., 1.993). La mayor parte de las proteínas que existen en la matriz
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extracelular de las redes perineuronales no van a estar, por tanto, implicadas en funciones del
desarrollo como: proliferación, migración, diferenciación, etc. Se establece la matriz
extracelular típica de las redes alrededor de la tercera o cuarta semana después del parto. Esto
ocurre cuando la consolidación de la relación íntima entre la superficie neuronal, la matriz
extracelular y los astrocitos está concluida. En este tiempo se consolidan las propiedades
fisiológicas maduras de las neuronas que delinean y marcan la terminación del período de
plasticidad, estableciendo sinapsis estables y completando la mielinización. Es probable que
la aparición de estas moléculas de la matriz extracelular de las redes perineuronales pueda
ofrecer un ambiente óptimo para el funcionamiento de las neuronas.
Brauer et al., (1.982) al igual que
Mestres y Lafarga (1.972) proponen
cuatro funciones que realizan las redes
perineuronales: a) factor estabilizador del
tejido neuronal, b) especial adaptación a
requerimientos metabólicos, c)
eliminación de productos metabólicos
finales y d) garantiza unas grandes zonas
de contacto con las neuronas.
Dos teorías se propusieron como posible origen morfológico de las redes perineuronales:
una que se forman a partir de la glía y otra de las neuronas. Los grupos de Brauer (1.984),
Steindler y Cooper (1.986) demuestran, gracias a la utilización de lectinas, la presencia de N-
acetil galactosamina (componente de glucoproteínas) en las redes perineuronales. El uso de
anticuerpos contra proteoglucanos permitió la localización de distintas formas de condroitín
sulfato en situación perineuronal. Empleando anticuerpos contra ácido hialurónico 0
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hialuronectina se vio la existencia de este compuesto de la matriz extracelular en las redes
perineuronales. Más recientemente se han detectado glucoproteínas de matriz extracelular
como tenascina-C y tenascina-R en los alrededores del soma de neuronas en cerebro de
mamífero correspondiendo a la localización de redes perineuronales.
Se sabe que la matriz de las redes perineuronales se componen de la acumulación de tres
clases de sustancias fibrosas: ácido hialurónico, glucoproteínas y proteoglicanos. Debido a
que se detecta la presencia de algunas moléculas clásicas de matriz en redes perineuronales
(Celio y Bliimcke, 1.994), proponen que se llamen redes perineuronales de matriz
extracelular.
Las glucoproteínas, proteoglucanos y el ácido hialurónico de las redes son producidos por
células gliales o por células nerviosas (Brŭckner et al., 1.993). Tenascina-C (citotactina,
janusina, glucoproteína-J1) y ácido hialurónico son sintetizados por las células gliales
(ffrench-Constant et al., 1.986; Rieger et al., 1.986). Los proteoglucanos incluido el condroitín
sulfato pueden ser producidos "in vitro" por ambos tipos de células, nerviosas y gliales. En
astrocitos, oligodendrocitos y también en unas pocas neuronas por técnicas de hibridación "in
situ" se ha visto la presencia de ARNm para tenascina-R (restrictina) y para tenascina-C
(janusina). Parece ser que el glucoconjugado que es reconocido por lectinas que detectan N-
acetil galactosamina aparece marcado en el aparato de Golgi de la neurona. Ello sugiere que
el glucoconjugado es sintetizado por las neuronas vía aparato de Golgi para que luego se
transfiera a la superficie donde se expone hacia el espacio extracelular. De esta forma el
microentorno intersticial que se forma alrededor del soma de la neurona puede ser secretado
desde células gliales como astrocitos y neuronas postsinápticas para formar las redes
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perineuronales (Brŭckner et al., 1.993). Esta matriz extracelular tan especializada tiene un
marcado carácter polianiónico. (Brŭckner et al., 1.993; Celio y Blŭmcke, 1.994).
EI marcaje de la matriz extracelular con lectinas vegetales ha supuesto un gran avance en
el estudio de las redes. El término de lectina fue introducido por Boyd (1.963) y es aplicado a
proteínas o glucoproteínas extraídos de plantas, invertebrados y vertebrados inferiores que se
unen a azúcares específicamente (Sharon y Lis, 1.972). La red perineuronal que aparece
marcada con lectinas tiene el aspecto típico de estas estructuras, un fino recubrimiento
reticular. Este es el caso de la lectina de la Wisteria fZoribunda y de la Vicia villosa que
marcan, en general, bien estas estructuras. Estas aglutininas marcan específicamente N-acetil
galactosamina, habiendo gran cantidad de esta sustancia en la matriz extracelular de las redes
perineuronales (H^rtig et al., 1.992). A nivel ultraestructural, los glucoconjugados señalados
por las lectinas y las moléculas reconocidas por los anticuerpos son excluidas de la hendidura
sináptica. El producto de la reacción se encuentra en el espacio extracelular, en la superficie
de la neurona y en las prolongaciones de los astrocitos (Celio y Bliimcke, 1.994).
De esta forma, las redes perineuronales son un lugar de expresión local de moléculas de
adhesión celular y de moléculas de la matriz extracelular destinadas a reforzar las
interacciones entre las neuronas y las células gliales. Muchos autores coincidían en decir que
la sustancia señalada por las lectinas y los anticuerpos contra matriz extracelular se
corresponden con las observaciones de Brauer et al. (1.982, 1.984) con el método de Golgi,
Creyendo estos autores que se originaban de células de microglía y astrocitos. Pero estudios
que comparaban métodos de microscopía óptica, con el método de Golgi, encontraron que el
producto de reacción se localizaba extracelularmente y no dentro de las prolongaciones gliales
(Atoji et al., 1.989).
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El centro de interés en la matriz extracelular del sistema nervioso se está desplazando
a las redes perineuronales, estructuras formadas por elementos de matriz extracelular
altamente concentrados y especialmente organizados alrededor del soma, dendritas
proximales y segmento inicial axónico de algunas neuronas.
La interacción de astrocitos y redes perineuronales se estudió por inyección^ de material
fluorescente a astrocitos in vivo
(Bliimcke et al., 1.995). Se
comprueba que astrocitos
protoplásmicos tienen contactos con
redes perineuronales, contactando de
una a tres prolongaciones de los
mismos. La mayor parte de éstos
contactaban también con otras
neuronas que no se marcaban con
aglutininas y que resultaban ser
grandes neuronas piramidales. Se
observó que estas células contactaban
asimismo con vasos sanguíneos y redes perineuronales. No todas estas estructuras estaban
cubiertas por las prolongaciones de los astrocitos marcados, aunque pudieran estar el resto
cubierto por astrocitos no marcados, dando sensación de pseudoanastómosis como en las
tinciones de plata de Golgi. Por lo que se demostró que no existe anastómosis de
prolongaciones de astroglía en la formación de las redes perineuronales. Además se confirmó
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que las redes perineuronales y las prolongaciones de astrocitos protoplásmicos son dos
entidades distintas, apostando por el carácter de matriz extracelular de estas estructuras.
Estudios de la relación espacial de los componentes de la matriz extracelular y astrocitos
fueron caracterizados a nivel regional y celular por la histoquímica de lectinas e
inmunocitoquímica contra glutamina sintetasa y proteína S-100 en neocórtex e hipócampo de
rata (Derouiche et al., 1.996). En dobles marcajes se encontraron mazcajes en las
prolongaciones astrocitarias glutamina sintetasa positivas y tinción de lectinas de redes
perineuronales. Se confirmó que una sola neurona puede recibir contactos en for^ia de redes
perineuronales desde varios astrocitos y que un único astrocito puede contribuir a formar
redes perineuronales de más de una neurona. En general, el marcaje proporcionado por las
lectinas coincide con el de los astrocitos, pero existen zonas en las que no ocurre lo anterior,
como en la zona CA1 de hipocampo y en el núcleo reticular talámico (Derouiche et al.,
1.996). A microscopía electrónica el marcaje de lectinas de Vicia v^llosa y Glicine max en
corteza visual de gato aparece en las proximidades de terminaciones sináptica5 en soma y
dendritas proximales de células no piramidales y están asociadas con prolongaciones
astrocitarias recubriendo las estructuras sinápticas (Schweizer et al., 1.993).
Las redes perineuronales fueron consideradas como artefacto, consecuencia de una
reducción o dislocación de sustancias o componentes de la matriz extracelulaz , durante la
fijación (Ramón y Cajal, 1.898). La inyección de la aglutinina de la Wisteria floribunda
fluorescente en astrocitos muestra las lectinas marcando in vivo estas estructuras, que también
son inmunorreactivas en tejido fijado (H^rtig et al., 1.994; Briickner et a1., 1.996). De esta
manera quedó demostrada que estas redes son detectadas tanto en tejido fijado, como in vivo.
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Se confirma, por tanto, que estas estructuras no son un artefacto producido por la coagulación
de la matriz extracelular por la fijación.
Muchos autores siguen considerando las redes perineuronales formadas por dos
estructuras superpuestas (Viggiano et al., 2.000). Una externa consistente en terminaciones
astrogliales o redes perineuronales de glía, pues son estas células las responsables de sintetizar
la mayoría de sus componentes, y otra compuesta de moléculas de matriz extracelular o redes
perineuronales de matriz extracelular. Se propuso además una tercera estructura superpuesta
más, además de las prolongaciones de astrocitos y la matriz extracelular, era el citoesqueleto
de la neurona. Se decía que podría ser un prerrequisito de organización de las redes
perineuronales de matriz extracelular y que podía tener alguna función relacionada con el área
de contactos sinápticos al colocalizarse y superponerse con las redes perineuronales. Sin
embargo, los resultados obtenidos por investigadores indican que el citoesqueleto relacionado
con la membrana está determinando la posición de las proteínas transmembrana pero no para
anclar las redes perineuronales. Cuando se destruye la matriz extracelular no se altera el
citoesqueleto asociado a membrana. (Haunsr^ et al., 2.000)
La presencia de matriz extracelular en el cerebro aunque escasa (Rouslahti, 1.996),
está establecida sin lugar a dudas (Hockfield y McKay, 1.983). Está constituida por
hialuronato, proteoglucanos con condroitín sulfato y tenascinas R y C(Celio y Bl ŭmcke,
1.994; Celio et al., 1.998; Haunso et al., 2.000). Además de gran cantidad de glucoproteínas
(Kosaka et al., 1.990) se han detectado en las redes perineuronales (Bertolotto et al., 1.996).
Con marcajes gracias a la histoquímica del hierro coloidal y fucsina paraldehído de
estas estructuras en corteza retrosplenial, varios autores (Murakami et al., 1.997) han
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encontrado un motivo más de heterogeneidad en su composición. Se encontró que el 90 % de
las neuronas no presentaban redes perineuronales. Incluso con intensificadores del hierro
coloidal con la plata de Bodian (Hong et al., 2.000). Del 10 % restante el 75 % colocalizan
estas estructuras marcadas con lectinas y hierro coloidal. Sin embargo, el 25 % que queda, se
detecta las redes con lectinas y no lo hacen con hierro coloidal. Estos diferentes marcajes de
implican distintas composiciones o estado funcional de las redes perineuronales. También se
han detectado redes perineuronales con azul de metileno y no con la aglutinina de Wisteria
fZoribunda, y viceversa. La correlación no es completa. Similares resultados fueron obtenidos
en neuronas de humanos, ratas y ratones con esta lectina y otras (Vicia villosa, Glicine max,
etc.) (Murakami et al., 1.999). Otros estudios muestran la gran heterogeneidad (Haunsr^ et al.,
1.999) de las redes perineuronales porque se detectaron distintas redes con diferentes métodos
(Murakami et al., 1.999). La proporción de componentes varían según zonas. Estas diferencias
regionales indican una marcada subdivisión funcional (Haunsr^ et al., 1.999). Viggiano et al.,
(2.000) por medio de distintos estudios de recuento, observa que las redes perineuronales de
matriz e^rtracelular reconocidas por la aglutinina de la Wisteria floribunda están asociadas
sólo con una fracción de neuronas rodeadas de las redes perineuronales de glía.
Se han podido identificar nuevas redes perineuronales en lugares donde antes se creía
que no e^cistían. Se trata de neuronas con redes perineuronales cargadas positivamente. Hasta
ahora se habían identificado estas estructuras con cargas negativas. El método empleado por
este grupo de investigadores radica en el pH de 8.0 del hierro coloidal para identificar las
redes cargadas positivamente, en las otras pruebas utilizaban un pH 1.0 ó 1.5. La morfología
de las nuevas redes perineuronales es la misma, pero aparece en distintas neuronas que las
otras redes (Murakami et al., 2.001).
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Las lectinas de Vicia villosa, Dolichos biflorus, Glicine max (SBA) y Wisteria
floribunda detectan radicales de N-acetil galactosamina, N-acetil glucosamina (H^rtig et al.,
1.994) y a-manosa (Beneyto et al., 1.999) respectivamente en las redes perineuronales en
neuronas no piramidales (Nakagawa et al., 1.986; Hártig et al., 1.992; Schweizer et al., 1.993;
Bignami et al., 1.993; Briickner et al., 1.996, 1.994); no piramidales y piramidales de Betz en
mono (Kosaka et al., 1.989) y humano (Bertolotto et al., 1.991); y neuronas piramidales y no
piramidales en cobaya (Ojima et al., 1.995). En corteza cerebral en varias especies la
aglutinina de Vicia villosa marca neuronas piramidales exclusivamente de la capa V de
corteza, mientras que neuronas no piramidales son localizadas en capas III y V. En algunas
zonas corticales un tercio del marcaje fueron neuronas piramidales (Ojima et al., 1.998).
Además si se trata el tejido nervioso con
la enzima digestiva condroitinasa ABC
desaparece el marcaje de estas estructuras con la
aglutinina de la Wisteria floribunda, lo que
indica que la N-acetil galactosamina detectada
por esta lectina está interaccionando con los
proteoglucanos condroitín sulfato (Kóppe et al.,
1.997; Briickner et al., 1.998). También en
hipocampo, después de la aplicación de esta
enzima digestiva, a las 2 horas, se reduce
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significativamente el aprendizaje por potenciación a largo plazo. El mismo efecto ocurría en
los mutantes que no expresan tenascina-R (Bukalo et al., 2.001).
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El glucosaminoglucano ácido hialurónico aparece en sustancia gri ŝ formando
agregados sobre la superficie de grandes neuronas detectándose positivamente en las redes
perineuronales (Celio y Chiquet-Ehrismann, 1.993; Briiclrner et al., 1.993; Bignami et al.,
1.993). Otros componentes como proteoglucanos con heparán sulfato también han sido
identificados en las redes perineuronales (Fluxe et al., 1.994). También forman parte de la
matriz ea^tracelular del sistema nervioso central varios tipos de proteoglucanos queratán
sulfato (Geisert y Bidansert, 1.993) ^
Los proteoglucanos condroitín sulfato son de los primeros componentes de matriz
extracelular detectados en estas estructuras (Bignami et al., 1.992). Se han detectado además
como componentes los tres tipos distintos de condroitín sulfato como son el no sulfatado ó 0-
sulfato (Bertolotto et al., 1.996; K^ppe et al., 1.997), el 4-sulfato y el 6-sulfato (K^ppe et al.,
1.997). Con pruebas de digestión enzimática se demuestra que las cadenas de
glucosaminoglucanos del 4-sulfato como del 6-sulfato están unidas al núcleo proteico del
proteoglucano por un tetrasacárido compuesto por glucuronato, galactosa, galacto ŝa y xilosa
en este orden (Margolis y Margolis, 1.989; Kóppe et al., 1.997). Los componentes
mayoritarios son proteoglucanos condroitín sulfato del tipo lecticanos (Rouslahti, 1.996; Celio
y Blizmcke, 1.994; Celio et al., l.998; Yamaguchi, 2.000), alguno de ellos como el^brevicán y
el neurocán se expresan exclusivamente en cerebro {Yasnaguchi, 1.996}, mientras que el
versicán o el agrecán se expresan en tejido nervioso pero preponderantemente en conjuntivo.
Ambos han sido detectados en las redes perineuronales (Oohira et al., 2.000). Proteoglucanos
típicos de estas estructuras son versicán y agrecán / Cat-301 (Hockfield y McKay, 1.983;
Bignami et al., 1.993; Oohira et al., 2.000). El agrecán en cerebro se relaciona con el
condroitin 4-sulfato, pero no con el 0-sulfato ni con el 6-sulfato (Perides et al., 1.992). El
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versicán forma agregados con el ácido hialurónico también en las redes perineuronales
(K^ppe et al., 1.997).
Varios autores que proponen que brevicán, versicán y agrecán forman parte de la
constitución molecular de las redes perineuronales (Hagihara et al., 1.999; Oohira et al.,
2.000). Existe una fuerte interacción entre el versicán y la tenascina-R en las redes
perineuronales (Bignami et al., 1.993) incluso más que con brevicán (Celio y Bl ŭmcke,
1.994). Tenascina-R, brevicán y ácido hialurónico se comportan como inhibidores del
crecimiento de neuritas (Friedlander et al., 1.994), por ello pueden contribuir a estabilizar las
sinapsis formadas en el interior de las redes perineuronales. Otros autores confirman que la
tenascina-R interacciona con neurocán y fosfacán (Haunsr^ et al., 2.000). Y que la tenascina-R
es fundamental en las redes perineuronales para que se unan estos dos lecticanos. Si la
tenascina-R falla no existe marcaje pericelular de estos dos lecticanos.
También han sido detectados otros proteoglucanos en las redes perineuronales como
fosfacán (Haunso et al., 1.999; Oohira et al., 2.000) que se colocaliza neurocán (Milev et al.,
1.998). Este proteoglucano con condroitín sulfato se une a la estructura mencionada por la
zona del núcleo proteico mediante la interacción con tenascina-R (Milev et al., 1.998),
tenascina-C (Grumet et al., 1.994; Milev et al., 1.997) así como con ácido hialurónico
(Margolis et al., 1.996). El fosfacán y neurocán es reconocido por el marcaje de la aglutinina
de la Wisteria fZoribunda por su contenido de N-acetil galactosamina (Haunsr^ et al., 1.999;
2.000).
Se ha encontrado tenascina en estas estructuras (Celio et al., 1.998). Una de ellas, la
tenascina-C expresada sobre todo durante el desarrollo embrionario o en procesos
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regenerativos, y otra, la tenascina-R, tenascina exclusiva del tejido nervioso, que se expresa
en cerebro de adulto (Hagihara et al., 1.999). Se ha demostrado con ratones dobles negativos
para tenascina (knockout TEN-/TEN-) que la tenascina-R es fundamental para retener en las
redes perineuronales neurocán y fosfacán. Sin la presencia de la tenascina-R estos compuestos
desaparecen de la matriz extracelular, pero en algunos casos no desaparecen estas estructuras
por lo que la tenascina-R, aunque importante, no es fundamental para la existencia de las
redes (Haunso et al., 2.000). De esta forma se demuestra que si falta uno de los componentes
de las redes perineuronales, éstas pueden alterarse o incluso desaparecer.
Otro componente de matriz extracelular detectado en las redes perineuronales, es la
relina (Pesold et al., 1.999). Se trata de una proteína con analogía estructural con otras
proteínas de matriz extracelular que regulan la migración neuronal en el desarrollo de
estructuras laminadas en corteza, secretada por las neuronas de Cajal-Retzius en desarrollo.
Esta molécula puede conectar moléculas de matriz extracelular con integrinas de la superficie
neuronal incluyéndose en la estructura de las redes perineuronales. Además se sabe que el 50
ó 60 % de las neuronas que lo producen son GABAérgicas.
Otra característica que llama la atención es que a pesar de estar todas ellas formadas
por agregados de hialuronato, proteoglucanos condroitín sulfato y tenascinas (Celio y
Bliimcke, 1.994; Celio et al., 1.998; Gan y Kaczmareck, 1.998; Sekirnjak et al., 1.997) las
redes perineuronales parecen presentar cierto grado de heterogeneidad en cuanto a los
proteoglucanos condroitín sulfato y otros proteoglucanos particulares o en su proporción
relativa que las forman (Celio y Bliimcke, 1.994; Celio et al., 1.998; Brŭckner et al., 1.993),
lo que podría tener implicaciones funcionales en el sentido de que distintas redes
perineuronales podrían definir diversos grupos funcionales de neuronas.
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En la matriz extracelulaz se sabe que apazecen proteínas que unen ácido hialurónico
como la familia de los lecticanos: los más importantes, versicán (incluida la variante GHAP -
glial hyaluronic acid-binding protein -), agrecán, neurocán y brevicán. Los proteoglucanos
condroitín sulfato del tipo de los lecticanos posiblemente formen con tenascinas y con
hialuronato complejos ternarios (Hagihara et al., 1.999) que serían la base estructural tanto de
la matriz extracelular de cerebro en general como de las redes perineuronales en particular.
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La matriz extracelular de las redes perineuronales está asociada a grandes agregados
de proteoglucanos caracterizados por contener cadenas de condroitín sulfato, como 0-sulfato,
4-sulfato y 6-sulfato. Estas cadenas de proteoglucanos de condroitín sulfato contactan con el
ácido hialurónico siempre por su núcleo proteico (Kóppe et al., 1.997). Proteoglucanos de
matriz extracelular son conectados por diversas moléculas a la superficie de las células, y de
entre éstas destacan las integritas que a la vez conectan con el citoesqueleto de las células
(Jones, 1.996).
Murakami et al., (1.999, 2.001) proponen el siguiente modelo matriz extracelular en
las redes perineuronales después de numerosos ensayos con enzimas digestivas y detección de
los componentes de matriz extracelular con tinciones clásicas. Unas glucoproteínas que
estarían ancladas a la membrana plasmática de las neuronas.
Estas glucoproteínas serían las responsables de la unión de lectinas. Interaccionando
con las anteriores estaría una proteína que también uniría las largas cadenas de ácido
hialurónico. Estas proteínas "colagenosas" (Murakami 1.999) serían detectadas con los
métodos de la plata amoniacal de Gomori y el azul vital de metileno de Ehrlich. Para esta
proteína se propone la tenascina por varios autores (Celio y Chiquet-Ehrismann, 1.993;
Aspberg et al., 1.997). Otros autores señalan que podría ser una molécula como colágeno tipo
III u otra con características similares (Murakami et al., 1.999). Rauch (1.997) apuesta por el
brevicán que con un glicosil fosfatidil inositol se ancla a membrana actuando como ligando
para conectar la células con el ácido hialurónico. También dice que el fosfacán anclado por un
receptor con actividad de tirosina fosfatasa pueda mediar la unión con sustancias que unen
ácido hialurónico como por ejemplo tenascinas-C y R, decorina y biglicán en el espacio
perineuronal. Y el ácido hialurónico interaccionaría con el núcleo proteico de proteoglucanos
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de matriz extracelular característicos de las redes perineuronales. Según Murakami et al.
(1.997, 1.999, 2.001), estos proteoglucanos serían detectados con varios métodos, el núcleo
proteico con nitrato de plata de Golgi y con fucsina paraldehído, y los glucosaminoglucanos
sulfatados con el método del hierro coloidal. En este modelo de organización de matriz
extracelular en las redes perineuronales Murakami y col. (1.995, 1.999) proponen que se
tienen que diferenciar las redes perineuronales de matriz extracelular de las glucoproteínas de
matriz extracelular.
Las redes perineuronales no sólo aparecen en células nerviosas de mamíferos, también
aparecen en otros grupos de animales (Murakami et al., 1.994). Murakami et al., (1.994,
1.997, 1.999) han hecho una relación de grupos de animales donde han encontrado estas
estructuras usando la técnica del azul de Prusia con el hierro coloidal a pH 1.0 ó 1.5. En
mamíferos, se localizan preferentemente en zonas profundas como lámina piramidal y lámina
ganglionar. En aves, en corteza cerebral, neuronas piramidales y ganglionares, así como en
tronco cerebral (núcleo precomisural principal, núcleo pretectal y otros como el núcleo
pontino). En reptiles, en zonas ventromedial y áreas laterales de tronco cerebral y nivel
próximo al final caudal en los lóbulos ópticos. No se ha encontrado marcaje en corteza visual.
En anfibios, aparece en áreas dorsomediales y dorsolaterales de tronco encefálico a nivel
caudal y en cerebelo, no detectándose en lóbulos ópticos. Y en peces, se encuentra marcaje
positivo en el área ventral del acueducto de tronco cerebral, no observándose en lóbulos
ópticos. En general cuanto más complejo es el animal en la filogenia, mayor número de redes
perineuronales (Murakami et al., 1.994).
Estudios en algunos mamíferos, como opossum (Monodelphis domestica), no parece
seguir la regla que parece general en el resto de mamíferos no marsupiales. En estudios en
corteza cerebral (Briickner et al., 1.998) aparecen gran cantidad de neuronas piramidales y no
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piramidales marcadas (multipolares, como en otros mamíferos). Pero llama la atención la gran
cantidad de neuronas piramidales marcadas, en capas II / III y especialmente en capa V, como
ocurre en primates evolucionados y en el hombre. Es tan grande la cantidad de neuronas
piramidales marcadas con redes perineuronales que se podría decir que son el 100 %, dando
una imagen de capa alineada de marcaje en la capa V de corteza cerebral. Otra característica
distintiva de este animal es que no colocaliza su marcaje de redes perineuronales con
contenido en parvalbúmina como ocurre en otros mamíferos. Cabe destacar que la
organización estructural de la corteza cerebral en opossum es igual que la de otros mamíferos
con algunas peculiaridades (Lende, 1.963; Pubols et al., 1.976, citado por Beck et al., 1.996;
Beck et al., 1.996). Esta peculiar organización cortical puede ser una muestra de la diferencia
en la evolución del cerebro con mamíferos placentarios.
Mapeos de neuronas con redes perineuronales en cerebro de rata detectan una minoría
de neuronas distribuidas en más de cien núcleos o regiones (Seeger et al., 1.994; Bertolotto et
al., 1996). Se incluyen tanto zonas de neocórtex, como rombencéfalo y hasta médula espinal.
En mamíferos, las neuronas piramidales, en general, no poseen redes perineuronales. Aunque
de forma puntual en preparaciones de rata o ratón de corteza cerebral aparece alguna de estas
células marcada. Sin embargo, cuando se estudian en primates muy evolucionados y en el
hombre aparecen gran cantidad de neuronas piramidales marcadas constituyendo estas
estructuras. Estas estructuras se detectaron con proteoglucanos de condroitín sulfato (Hausen
et al., 1.996). Donde mayor número y más marcadas se encontraban las neuronas piramidales
eran en corteza sensorimotora (áreas 1, 2, 3 y 4 de Brodmann). Dentro de estas áreas, se
marcan redes perineuronales en neuronas piramidales de capas II / III (proyección
intrahemisférica por el cuerpo calloso; Hendry et al., 1.988) y V(proyección corticoespinal),
incluyendo las neuronas de Betz. Por tanto, se demostró que se acumulan proteoglucanos
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condroitín sulfato en las redes perineuronales en neuronas piramidales en corteza cerebral
humana (Hausen et al., 1.996). Por otro lado estudios en corteza cerebral visual de varias
especies de mamíferos, incluyendo el hombre, aparecen mucha menor cantidad de neuronas
piramidales marcadas (Seeger et al., 1.996; Ojima et al., 1.998). Siendo, por tanto, cuestión no
sólo de especies de mamífero, sino también áreas específicas dentro de cada especie la que
contiene mayor número de neuronas piramidales marcadas con estas estructuras.
2.b.- Síntesis de las redes perineuronales
En general, tanto neuronas como células gliales, intervienen en la síntesis los
componentes de las redes perineuronales, así como la matriz perisináptica (Celio et al.,
1.998). Sin embargo, no está lo suficientemente establecido qué tipos celulares contribuyen a
la síntesis de cada componente de la matriz extracelular. Según Seeger y col. (1.994), son un
tipo especializado de glía los astrocitos los que formarían la red desde sus prolongaciones en
las zonas de contacto neurona-glía, y que el proteoglucano condroitín sulfato situado en la
matriz extracelular cubre la superficie de neuronas excepto la superficie de sinapsis
axosomáticas y axodendríticas.
El marcaje obtenido por las lectinas de Vicia villosa y Glicine max como redes
perineuronales a microscopía electrónica indica que no es sintetizada la N-acetil
galactosamina (Bignami et al., 1.993) reconocida por estas lectinas por neuronas. No se
encontró el aparato de Golgi marcado pero sí el nodo de Ranvier, esta es la razón por la que
Schweizer y col., (1.993) proponer una síntesis por parte de los astrocitos. Las tenascinas
parecen ser sintetizadas por astrocitos u oligodendrocitos (Celio y Bliimcke, 1.994; Celio et
al., 1.998; Faissner y Steindler, 1.995; Lander et al., 1.997). El ácido hialurónico ha sido
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demostrado que puede ser producido por células gliales, es decir astrocitos, oligodendrocitos
y células de Schwann (Grumet et al., 1.985; Asher y Bignami, 1.991; Celio y Bliimcke, 1.994;
Faissner y Steindler, 1.995; Le Baron, 1.996; Lander et al., 1.997; Celio et al., 1.998).
Los proteoglucanos condroitín sulfato parecen poder ser sintetizados por astrocitos y
neuronas (Celio y Blŭmcke, 1.994; Celio et al., 1.998; Lander et al., 1.998). En varios casos
de proteoglucanos condroitín sulfato se ha demostrado que son producidos por neuronas
(Brŭckner et al., 1.993; Bliimcke et al., 1.995; Rambourg et al., 1.993; Lander et al., 1.998).
Dada la heterogeneidad de los proteoglucanos condroitín sulfato formando parte de las redes
perineuronales y que esta heterogeneidad podría contribuir a definir grupos funcionales de
neuronas, podrían ser éstas las responsables de su síntesis (Bl ŭmcke et al., 1.995).
El fosfacán es detectado en superficie de neuronas, y en cultivos primarios de
neuronas (Oohira et al., 1.994; Maeda et al., 1.995). También se ha detectado en superficie de
astrocitos (Engel et al., 1.996; Meyer-Puttlitz et al., 1.996). Estudios de localización por
hibridación de ARNm se observa marcaje en neuronas y astrocitos. Por tanto este componente
es sintetizado por ambas células (Snyder et al., 1.996).
Los proteoglucanos encontrados en las redes perineuronales en su mayoría son de la
familia de los lepticanos, en gran medida con glucosaminoglucanos condroitín sulfato. Dentro
de ellos se postula que el versicán pueda estar producido por astrocitos (Bignami et al.,
1.993).
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2.c.- Patrón de aparición de las redes perineuronales en el desarrollo de la rata
La expresión de los componentes de la matriz extracelular varía a lo largo del
desarrollo embrionario y postnatal de rata. Y su correcto desarrollo, o incluso la formación de
redes perineuronales, es dependiente de una correcta actividad electrofisiológica (Kalb y
Hockfield, 1.988, 1.990; Sur et al., 1.988; Guimaráes et al., 1.990; Bertolotto et al., 1.996). La
formación de zonas de matriz extracelular engrosadas localmente, o redes perineuronales,
(Briickner et al., 1.996) está acompañada por un decrecimiento general en la fracción de
volumen extracelular durante el desarrollo postnatal (Van Harreveld, 1.972; Lehmenkiihler et
al., 1.993). Los marcajes de N-acetil galactosamina con las aglutininas de Vicia villosa y
Glicine max (WA y SBA) aparecen durante el desarrollo postnatal siguiendo un patrón
inverso en corteza cerebral (Schweizer et al., 1.993). Con detección de estas estructuras con
hierro coloidal o con la fucsina paraldehído, aparecen en la 2a ó 3a semana postnatal,
observándose fuertemente marcadas alrededor de la 58 semana postnatal (Murakami et al.,
1.997). Si la detección se hace con la plata amoniacal de Gomori en rata o gato muestran
redes producidas por astrocitos satélites durante el periodo de destete en la 3a o 4^ semana
postnatal y las glucoproteínas de membrana reactivas a lectina en la 2a semana postnatal
(Murakami et al., 1.997, 1.999; Tsubouchi et al., 1.996; Hitomi et al., 1.997).
Cuando en el desarrollo aparecen las proteínas que unen hialuronato, cambia la
estructura cerebral de la matriz extracelular, se reduce el espacio extracelular y aparece
agregación celular (Bignami et al., 1.993). La acumulación de proteoglucanos condroitín
sulfato extracelulares en el neuropilo y en las redes perineuronales, revelados por la unión de
la aglutinina de la Wisteria fZoribunda y anticuerpos contra proteoglucanos condroitín sulfato
es un proceso postnatal continuo más que un acontecimiento transitorio (Kóppe et al.,
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1.997b). Estos patrones espacio-temporales parecen estar relacionados con la maduración
funcional de los sistemas neuronales funcionales, que es evidente en otros procesos de
desarrollo como neurogénesis, sinaptogénesis o mielinización de regiones del cerebro
(Jacobson, 1.963; Aghjanian y Bloom, 1.967). Bajo estas condiciones de detección, se
observa la aparición de las redes perineuronales por primera vez en el día 21 postnatal y
toman estructura similar a la de adultos en el día 30.
Algunos autores citan la aparición de la tenascina a partir del día 15 postnatal
(Chiquet-Ehrismann et al., 1.986; Solbach y Celio, 1.991; DeLecea et al., 1.996), pero las
redes perineuronales no se desarrollan hasta la tercera semana postnatal (Nakagawa et al.,
1.987). Ácido hialurónico, fosfacán, neurocán y tenascina-C, presentan altos niveles durante
la fase embrionaria y descienden postnatalmente (Bignami et al., 1.993; Kóppe et al., 1.997;
Milev et al., 1.998). El ácido hialurónico desciende a partir del día 10 postnatal (Delpech et
al., 1.987; Margolis y Margolis, 1.989) y aparece como componente común de la matriz
extracelular en las redes perineuronales y neuropilo asociado con proteoglucanos producidos
principalmente en época postnatal (Delpech et al., 1.989; Bignami y Asher, 1.992). Sin
embargo, pueden aparecer fragmentos derivados de proteolisis del neurocán, como el
neurocán 130, y localizarse en redes perineuronales en cerebro adulto (Matsui et al., 1.998).
El patrón de expresión que se da para versicán, brevicán, agrecán, proteoglucano queratán
sulfato y tenascina-R, es la expresión de niveles bajos durante la fase embrionaria que se
incrementan en periodos postnatales (Hagihara et al., 1.999; Milev et al., 1.998; Meyer-
Puttlitz et al., 1.995; Yamada et al., 1.997). El versicán es el primer gran proteoglucano del
tipo de los lepticanos detectado en las redes perineuronales, aparece en el día 21 postnatal en
corteza cerebral (Hockfield et al., 1.990; Bignami et al., 1.993). El brevicán se expresa
durante el periodo embrionario, pero aumenta fuertemente su expresión en las primeras
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semanas postnatales a la vez que las redes perineuronales (Yamada et al., 1.997; Milev et al.,
1.998).
No existen datos de variación de estos componentes ligados al envejecimiento aunque
las redes perineuronales parecen bastante estables (Celio et al., 1.998). Las redes
perineuronales, no presentes en cerebros en desarrollo, aparecen postnatalmente a las tres o
cuatro semanas, hacia el final de la plasticidad dependiente de experiencia (Celio y Bliimcke,
1.994; Celio et al., 1.998).
2.d.- Correlación entre presencia de redes perineuronales y función neuronal
No ha podido establecerse una correlación satisfactoria o total entre redes
perineuronales y tipo funcional de neuronas que las presentan. Neuronas con redes se
presentan en múltiples regiones del cerebro, difieren en morfología y en tipo de
neurotransmisor.
Numerosas lectinas marcan las redes perineuronales en neuronas piramidales de
cobaya (Ojima et al., 1.995, 1.998) y sobre todo neuronas piramidales motoras de Betz en
primates como mono (Kosaka et al., 1.989) y en humanos (Bertolotto et al., 1.991). En corteza
cerebral, la aglutinina de la Vicia villosa en corteza marca neuronas de la capa Vi cerebral y
también de la capa III. También se han detectado neuronas piramidales, conteniendo estas
estructuras proteoglucanos condroitín sulfato (Hausen et al., 1.996; Ojima et al, 1.998). Estas
neuronas piramidales rodeadas por estas estructuras son fuertemente glutamatérgicas (De Yoe
et al., 1.990; H^rtig et al., 1.999; Hausen et al., 1.996; Ohiyama et al., 1.997; citados por
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H^rtig et al., 2.001). La variedad de marcajes de neuronas piramidales con redes
perineuronales indica una gran heterogeneidad molecular.
La formación de la matriz extracelular de las redes perineuronales no parece estar
correlacionada con el tipo de neurotransmisor usado por las terminaciones nerviosas que
afectan a la superficie de la neurona en cuestión (Br ŭckner et al., 1.993). En núcleo cerebelar
profundo, el cual recibe principalmente las terminaciones de las células de Purkinje
empleando el neurotransmisor inhibidor GABA han desarrollado bien la matriz extracelular
de las redes perineuronales (Brauer et al., 1.982, 1.984; Lafarga et al., 1.984). Pero también
las motoneuronas, las cuales reciben principalmente sinpasis glutamatérgicas excitatorias
sobre su soma celular tienen estas estructuras muy desarrolladas (Delpech et al., 1.982, 1.986;
Hockfield y McKay, 1.983, 1.989; Celio y Bliimcke, 1.994). Así gran parte de neuronas con
redes perineuronales parecen implicadas en funciones motoras (motoras autónomas y no
autónomas, Seeger et al., 1.994) o relacionadas, presentando todas fuerte actividad metabólica
y electrofisiológica (Briickner et al., 1.993).
Se han encontrado dobles colocalizaciones entre el marcaje de redes perineuronales
con la aglutinina de Wisteria fZoribunda y parvalbúmina, aunque la correlación no es
completa en ambas direcciones (Brauer et al., 1.993). Las neuronas que poseen redes
perineuronales suelen ser GABA positivas (Nakagawa et al., 1.992; Celio 1.993) aunque la
correlación no es completa (Brŭckner et al., 1.994). Y más concretamente, estudios realizados
en el septo, detectan que estas neuronas expresan el receptor al de GABAA a la vez que
expresan parvalbúmina (Brauer et al., 1.995). Estas neuronas con redes perineuronales
expresan la proteína parvalbúmina, a la vez de ser GABA positivas, en rata y en otros
animales (Nakagawa et al., 1.986; Kosaka et al., 1.990, 1.992; H^.rtig et al., 1.992, 1.999).
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Las neuronas con parvalbúmina pertenecen a una subpoblación de neuronas GABA positivas
influenciada por la corriente del ion calcio dependientes del ion potasio. Otros investigadores
(Liith et al., 1.992) indican que neuronas que expresan distintas proteínas ligantes de calcio
como calretinina o calbindina, no están rodeadas en principio por estas estructuras. Sin
embargo, otros autores han comprobado que la desaparición de la parvalbúmina en el interior
de las neuronas no afecta a la morfología de las redes perineuronales. Por lo que se propuso
que no eran un factor estríctamente necesario para su formación (Haunso et al., 2.000). Otros
autores han obtenido datos de colocalización también de redes perinewonales y algunas
neuronas positivas para otra proteína ligante del ion calcio, la calbindina (H^rtig et al., 1.995).
También colocalizaron de forma incompleta neuronas calbindina positivas con
proteoglucanos condroitín sulfato que ponían de manifiesto también estas estructuras.
La mayoría de estas neuronas con redes perineuronales tienen canales de ion potasio
regulado por voltaje de tipo kv3.lb (Skirnjak et al., 1.997; Gan y Kaczmareck, 1.998). En este
tipo de neuronas podría actuar como un tampón altamente aniónico que evite la libre difusión
de los iones de sodio y potasio. Además también participa el astrocito en el funcionamiento de
las redes perineuronales ya que se encarga de la regulación de la concentración de K+ en el
fluido extracelular en el cerebro por almacenamiento local en su citoplasma (Barres, 1.991).
Esto contribuye a evitar los efectos despolarizantes del ion potasio y para ello se necesita una
matriz extracelular que constituya un medio muy tamponado.
Todo lo anterior parece indicar que se trata de neuronas de disparo rápido (Gan y
Kaczmareck, 1.998; Sekirnjak et al., 1.997; H^rtig et al., 1.999) presentando gran actividad
metabólica y electrofisiológica. Las neuronas de disparo rápido o fast-firing, poseen las
siguientes propiedades: alto potencial de membrana en reposo; baja resistencia a la entrada de
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mensajes; cortos potenciales de acción; cortos periodos refractarios o de reposo; alta
frecuencia de disparo; y casi constante amplitud en los potenciales de acción.
Por ello, la acumulación de proteoglucanos
condroitín sulfatos perineuronales debe ser vista en el
contexto de la maduración de la conducción a alta
velocidad de neuronas (Kóppe et al., 1.997b; H^rtig et al.,
1.999). Se ha propuesto que los canales de Kv3.1 de K+
son los responsables de las propiedades de las neuronas de
disparo rápido (Gan y Kaczmarek, 1.998). Estudios de
dobles marcajes colocalizan Kv3.1 de K+, neuronas con
parvalbúmina y GABAérgicas (H^rtig et al., 1.999). Se
realizaron estudios a microscopía electrónica de detección
de Kv3.1 de K+ y aglutinina de la Wisteria floribunda.
Detectan el canal en la superficie neuronal. Y la lectina
fue detectada fuera de la neurona y no directamente
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asociada con su superficie, también asociada a la superficie de dendritas y en el neuropilo en
espacios extracelulares similares. Dobles marcajes detectaron la aglutinina en la matriz
extracelular adyacente a la membrana de neuronas marcadas con este canal (H^rtig et al.,
1.999).
También se detectaron Kv3.1 de K+ en aferencias de neuronas piramidales de tipo
axo-somáticas, siendo estas células negativas para el canal. Así se confirmó que neuronas
piramidales en rata con redes perineuronales, no son positivas para el canal Kv3.l de K+,
como era de esperar, al no ser neuronas de disparo rápido (H^rtig et al., 1.999). La existencia
Sp
Introducción
del canal Kv3.1 de K+ implica la rápida llegada de información por medio de gran cantidad de
sinapsis activadas. Y aquí es donde pueden actuar las redes perineuronales, protegiendo las
sinapsís y sirviendo de tampón potíaníónico para la retencíón de cationes esenciales para la
transmisión del ímpulso nervíoso proporcionando un íntercambio rápido de cationes en ^ta
matriz extracelúlar.
Se ha estudiado la despolarización crónica en los cultivos neuornales, impuesta por
una elevada concentración de iones K+ externos, y se ha podido comprobar que esta situación
potenciaba la formación de redes perineuornaies. De esta forma si se bloqueaban los canaies
de calcio con cloruro de magnesio o nifedipina, se suprimía el desarrollo de estas estructuras.
Sin embargo si se bloqueaban los canales de sodio con tetrodotoxina no aparecían efectos
señalables. Con lo que los autores concluían que la diferenciación y formación de las redes
perineurona^es está regulada por señales dependientes de ^calcio. ($riickner y^Grosehe, 2:001)
Se encontraron neuronas con redes perineuronales en el núcleo dei cuerpo trapezoide
siendo glicina y aspártico inrnunorreactivas (Hártig et al., 2.001). De esta manera nos
encontramos tambíén neuranas no gabaérgicas eon redes perineuronales que poseen otra tipo
de neurotransmisores, además ía mayoría coexpresaban parvaíbúmina y caíbindina. Pero muy
razamente las que tenían calretinina expresaban estas estructuras. En estas neuronas un hecho
nuevo es la llegada de aferencias; elementos presinápticos; de tipo gabaérgicos que se
introducían en las redes perineuronaies de estas neuronas (H^rtig et al., 2.001). Qtros autores
también han encontrado correiación negativa entre estas estructuras y neuronas. Eí grupo de
Adams et al., (2001) han podido comprobar que todas las neuronas que son colinérgicas
nunca presentaban en su alrededor redes perineuronales de matriz extracelular. Y el grupo de
Briickner y Grosclie (2.OOI) tampoco encuentran estas estructaras, adémás dé en coIinérgícas,
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en catecolaminérgicas. Se estudió la expresión de redes perineuronales con la aglutinina de
Wisteria floribunda colocalizándola con diferentes tipos de neurotransmisores (Hobohm et al.,
1.998). Se observazon estas estructuras asociadas a neuronas dopaminérgicas,
serotoninérgicas y noradrenérgicas en tronco cerebral. Y estaban ausentes en neuronas
colinérgicas. De esta forma se encontró que las neuronas catecolaminérgicas no estaban
rodeadas por redes perineuronales. Sin embargo algunas neuronas no aminérgicas entre
neuronas aminérgicas en el núcleo del rafe, en sustancia negra, parte compacta y en el área
tegmental ventral, así como algunas células de la parte reticulaz de la sustancia negra, se
encontraron con redes perineuronales. Se puede decir que la ausencia de estas estructuras
alrededor de neuronas aminérgicas de tronco cerebral, también demostrado previamente por
neuronas colinérgicas de tronco aparece como un hecho característico común a las células que
ejercen funciones de control o modulación lentas, en oposición a las neuronas de dispazo
rápido que poseen redes perineuronales (Hobohm et al., 1.998).
Así, las propiedades fisico-químicas de las
redes perineuronales proporcionan la base para el
funcionamiento de neuronas con actividad de
disparo rápido. Por ello los mapeos hechos paza
estas estructuras en el cerebro revelan que
apazecen en más de 100 núcleos relacionados con
funciones motoras (Bertolotto y col., 1.986;
Seeger y col., 1.994) son células nerviosas, de
lenta modulación, como colinérgicas de
rombencéfalo y aminérgicas están desprovistas de redes perineuronales.
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Pero la ausencia de redes perineuronales en neuronas colinérgicas todavía está por
demostrar ya que otros autores (Paul y Ulfig, 1.998) han publicado un trabajo en el que
encuentran neuronas de este tipo puestas de manifiesto con las aglutininas de Vicia villosa y
Peanut. Se encuentran redes en el núcleo basal de Meinert que es colinérgico, así como en el
núcleo tuberomamilar que es histaminérgico.
Otros estudios han detectado la gran heterogeneidad (Haunsr^ et al., 1.999) de las redes
perineuronales porque se detectaron distintas redes con diferentes métodos (Murakami et al.,
1.999). La proporción de componentes varían según zonas. Estas diferencias regionales
indican una marcada subdivisión funcional (Haunsa^ et al., 1.999).
La acumulación de versicán, agrecán, brevicán, neurocán y tenascinas detectada en las
redes perineuronales, así como otros proteoglucanos contribuyen a la estabilización sináptica.
La expresión de estos componentes junto con la aparición de estas estructuras, coincide con la
maduración funcional y estabilización de las redes neuronales (Celio y Bl ŭmcke, 1.994).
También, cuando se une el complejo fosfacán-tenascina-R, promueve el crecimiento axonal y
dendritas venciendo el efecto inhibidor de la tenascina-R (Bukalo et al., 2.001). Por ello, los
lepticanos y proteoglucanos tienen un papel fundamental en la maduración fisiológica del
sistema nervioso así como en su funcionamiento.
Cuando se tratan cortes de tejido de hipocampo con la enzima condroitinasa ABC
destruyendo los condroitín sulfato proteoglucanos, se comprueba que se afecta la plasticidad
neuronal por potenciación a largo plazo (Bukalo et al., 2001). Por lo que si se destruyen las
redes perineuronales de estas neuronas se ven afectadas funcionalmente en la plasticidad.
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Los glucosaminoglucanos sirven como modulador del crecimiento de las neuritas
durante la formación de redes perineuronales en la formación del sistema nervioso central
durante el desarrollo. Se ha demostrado que tanto condroitín sulfato como ácido hialurónico al
unirse a dipalmitoil fosfatidil etanolamina promueven el crecimiento de neuritas en dosis
dependiente, que llegando a superiores a 1 µg/mi se inhibe el crecimiento (Oohira et al.,
2.000). El significado funcional de las redes perineuronales es en gran medida desconocido
aunque se las ha asignado varias funciones:
• estabilizar las sinapsis ya establecidas. Posiblemente estabilización mecánica vía
enlaces cruzados con moléculas de la superficie neuronal y moléculas de matriz extracelular
(Bignami et al., 1.993). También se han encontrado en nodos de Ranvier (Ichimura y
Ellisman, 1.991).
• interviene y facilita la plasticidad neuronal por parte de los condroitín sulfato
proteoglucanos (Bukalo et al., 2.001) y tenascina (Theodosis et al., 1.997) que componen
estas estructuras.
• actuar de barrera repulsiva para establecer nuevas sinapsis (Wintergerst et al., 1.996).
• generar un tampón aniónico alrededor de las neuronas de disparo rápido que evita la
libre difusión de los iones sodio y potasio (Biickner et al., 1.994).
• efecto tampón para evitar cambio de pH (Brauer et al., 1.993; Br ŭckner et al., 1.993)
• protección ante altas concentraciones de glutamato, que es neurotóxico por su alta
permeabilidad al ion calcio, que es movilizado rápidamente y recaptado por las
prolongaciones de astrocitos que están en las redes perineuronales (Celio, 1.993).
• protección ante determinadas toxinas de tipo anticolinérgicas (Ro^3ner et al., 1.995).
• protección de los proteoglucanos condroitín sulfato ante la inducción de muerte
celular (Okamoto et al., 1.994; H^.rtig et al., 1.999).
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• concentración de ciertos factores de crecimiento alrededor de algunas neuronas
(Flaumenhaft y Riflcin, 1.991)
• modulación en la comunicación del astrocito con la neurona (Celio y Bliimcke,
1.994). Y con tenascina unir la matriz extracelular con el citoesqueleto celular en
determinados casos (Wintergerst et al., 1.996)
• protección contra la falta de oxígeno, contra la isquemia (Miiller, 1.998).
• prevención de la oclusión del espacio extracelular por las propiedades higroscópicas
de los proteoglucanos (Celio et al., 1.998).
Determinados datos sugieren que las funciones comúnmente atribuidas a las células
gliales, como el mantenimiento de la homeostasis en el microambiente neuronal, puede ser
realizada o parcialmente cubierta por la matriz extracelular interpuesta entre ambas células
(Brŭckner et al., 1.996). Se desconoce si la matriz e^racelular en el cerebro, dada su
heterogeneidad en composición en distintas regiones del cerebro, pudiera contribuir a
delimitar o separar distintas regiones funcionales del cerebro.
En conclusión, no se ha llegado a encontrar una correlación definitiva entre las redes
perineuronales y el tipo de las neuronas que la poseen. Hasta ahora las colocalizaciones no
son completas y se describen posibles papeles de estas estructuras en función de los que
tienen los componentes que las forman.
2.e.- Redes perineuronales y patologías.
Los primeros investigadores que se ocuparon de observar las alteraciones
morfológicas en condiciones neuropatológicas de las redes perineuronales fueron Nissl
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(1.898) y Alzheimer (1.910). Besta (1.911) realizó varios experimentos para crear lesiones
agudas y crónicas a neuronas y terminales nerviosas de conejos y perros. Sus investigaciones
revelaron que: a.- las redes perineuronales permanecían intactas incluso cuando las neuronas
eran fuertemente afectadas por la lesión y también cuando eran destruidas las terminaciones
axónicas; b.- las modificaciones en las redes perineuronales aparecen de manera
independiente de lo que pasaba en las neuronas. Concluía que eran una verdadera entidad
morfológica de origen glial, distinto de las células nerviosas. Donaggio (1931) y Belloni
(1.933) estudiaron las redes perineuronales en distintos casos de demencia, heliosis difusa y
casos psiquiátricos. Aparecían alteraciones muy patentes desde distinto grado de
fragmentación hasta su completa destrucción. Las redes "difusas" Bethe (1.898) aparecen
muy disminuidas en distintas áreas del cerebro.
Utilizando anticuerpos Cat-301 estas estructuras han sido investigadas después de
manipulaciones experimentales (Hockfield y Kalb, 1.993). Fueron resistentes a todas las
condiciones experimentales en el adulto, pero eran altamente susceptibles a los experimentos
en periodos de desarrollo postnatal.
Muchos investigadores han hecho estudios de digestión enzimática a componentes de
matriz extracalular como hialuronato (Tona y Bignami, 1.993) y condroitín sulfato (Bertolotto
et al., 1.995). In vivo no han aparecido cambios morfológicos en neuronas y glía, y sólo se han
visto afectada la matriz extracelular. Sin embargo, la destrucción de la matriz extracelular
puede provocar el cambio de la densidad de carga y de las propiedades hidrodinámicas. Ello
puede afectar al metabolismo de la actividad electrofisiológica de neuronas y células gliales,
aunque no se manifieste de manera patente en su morfología (Br ŭckner et al., 1.998). La
inyección de condroitinasa ABC in vivo (Briickner et al., 1.998) en ratas, destruye totalmente
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las redes perineuronales. Pero al cabo de 4 semanas, se encontraban parcialmente
reconstruidas, y a los 5 meses de la inyección ya no se distinguían las zonas tratadas y las no
tratadas en estudios con la aglutinina de la Wisteria floribunda. Pero en la zona que fue
dañada aparece mayor marcaje de proteoglucano condroitín sulfato que en el neuropilo. La
reconstrucción acontece de acuerdo con la ruta metabólica normal de síntesis de cada uno de
sus componentes (Lander et al., 1.993, 1.998). Así para los proteoglucanos de condroitín
sulfato, tienen un tiempo medio de regeneración de 21 días (Br ŭckner et al., 1.998) y para los
almacenes metabólicos de hexosamina de hialuronano un tiempo medio de 9 a 45 días
(Margolis y Margolis, 1.977). El cambio medio para el sulfato del condroitín, fue de 7 días
(Briickner et al., 1.998; Margolis y Margolis, 1.972). Otros autores también han tratado
tejidos vivos con condroitinasa ABC comprobando que al destruir las redes perineuronales de
hipocampo se observaba un retardo significativo en la plasticidad por potenciación a largo
plazo (Bukalo et al., 2.001). Esto mismo ocurría en ratones que tenían una deleción para el
gen que codificaba para la tenascina-R . Luego si se afecta cualquiera de los dos componentes
de las redes perineuronales, condroitín sulfato proteoglucano o tenascina-R, aparte de la
desaparición morfológica de estas estructuras se daña la plasticidad sináptica o al menos un
tipo de ella (Bukalo et al., 2.001).
Después de la inyección de hialuronidasa reaparece a los 2 ó 3 días con características
típicas (Brŭckner et al., 1.998). Después de 12 días aparece normal a la tinción (Tona y
Bignami, 1.993).
También han sido estudiadas actualmente las redes perineuronales en enfermedades
que afectan al sistema nervioso de los humanos.
57
Introducción
En la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Belichenko et al.,
1.997), y en el síndrome de Rett (Belichenko et al., 1.997), estas estructuras mantienen sus
poblaciones de neuronas pero se encuentran modificadas. En la infección por VII3 se activa la
microglía y aparece secreción de proteasas que pueden digerir la matriz extracelular de las
redes perineuronales. Además se sabe que aparece un incremento de la degradación
proteolítica de los compuestos de la matriz extracelular, incluyendo los de redes
perineuronales, que se han descrito preceden a la neurodegeneración después de sobrevenir
dicha infección (Belichenko et al., 1.997,1.999).
Existe fuerte evidencia en deposición anormal de proteoglucanos sulfatados como
heparán sulfato, dermatán sulfato y condroitín sulfato proteoglucano en la matriz extracelular
como un factor clave en la aparición de lesiones patológicas en la enfermedad de Alzheimer
(Goedert et al., 1.996; Snow et al., 1.996). En cerebros de pacientes con la enfermedad de
Alzheimer, no hay disminución de redes perineuronales (Kobayashi et al., 1.989; Yasuhara et
al., 1.994). Las neuronas envueltas por redes perineuronales parecen menos vulnerables que
las neuronas de proyección colinérgica, sin estas estructuras (Adams et al., 2001). Neuronas
que tienen asociadas redes del tronco cerebral pueden tener relación con el desequilibrio
funcional relacionado con la falta de neurotransmisores colinérgicos en las degeneraciones
semejantes a la enfermedad de Alzheimer ya que estas neuronas no se verían afectadas por la
degeneración (H^rtig et al., 1.994; Briickner et al., 1.994).
La relación entre los proteoglucanos y la enfermedad de Alzheimer es conocida desde
hace tiempo (Crutcher et al., 1.993; Fillit et al., 1.995; Magnus y Stenstad, 1.997; Snow y
Castillo, 1.997), en la amiloidosis aparece el proteoglucano de heparán sulfato (Snow et al.,
1.989, 1.994) perlecán, y en las placas seniles aparecen queratán (Snow et al., 1.992, 1.989),
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dermatán y condroitín sulfatos (DeVitt et al., 1.993; Shioi et al., 1.993, 1.995), así como
heparina y heparán sulfato formando compuestos filamentosos helicoidales de tau in vitro
para prevenir la unión de tau con microtúbulos, y por ello promover el desensamblaje de
microtúbulos (Goedert et al., 1.995). Existen gran cantidad de redes perineuronales en corteza
cerebral de humanos en corteza motora primaria y en auditiva, y son muy escasas en corteza
entorrinal. Y es precisamente ésta última la que se ve más afectada en la enfermedad de
Alzheimer. Las neuronas piramidales y no piramidales que tenían estas estructuras no
contenían ovillos neurofibrilares, proteína tau fosforilada, (Brŭckner et al., 1.999; H^rtig et
al., 2.001). Posiblemente tienen una baja susceptibilidad a la fosforilación por la gran cantidad
de proteoglucanos condroitín sulfato en las redes perineuronales (Biickner et al., 1.999; Hlirtig
et al., 2.001). La distribución de estas estructuras es distinta a las alteraciones producidas en el
curso de esta enfermedad. Las redes perineuronales pueden proteger de la toxicidad del
glutamato (Okamoto et al., 1.994) que presumiblemente interviene en la aparición de la
enfermedad (Briickner et al., 1.999). Las redes perineuronales por su composición
proporcionan una fuerte evidencia de neuroprotección, disminuye la vulnerabilidad de
neuronas a fosforilación de la proteína tau, tiene gran cantidad de receptores de glutamato en
membrana las neuronas que las poseen así como proteínas ligantes de Ca2+ como
parvalbúmina (H^rtig et al., 2.001). Por ello hay una bajada significativa de susceptibilidad a
la aparición de ovillos neurofibrilares en la enfermedad de Alzheimer en áreas corticales
corresponde a neuronas con un microambiente con grandes porciones de agregados de
proteoglucanos condroitín sulfatos y por ello, las zonas con más cantidad de estos
proteoglucanos en corteza cerebral humana fueron encontrados estar menos afectadas por
alteraciones del citoesqueleto en esta enfermedad (H^rtig et al., 2.001). Sin embargo, los
mecanismos del potencial efecto protector de los agregados de proteoglucanos condroitín
sulfato perineuronales quedan por ser descubiertos.
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Algunos autores propusieron la desaparición de redes perineuronales en la enfermedad
de Alzheimer (Kobayashi et al., 1.989), sin embargo, otros autores argumentan que se tiene
que considerar que la detección de las redes perineuronales sea tan baja por los factores de
autosilis de las autopsias.
Existen otros tipos de neuronas especialmente vulnerables que muestran ausencia de
redes perineuronales, son las dopaminérgicas en la sustancia negra. En el proceso destructivo
de estas neuronas para desembocar en la enfermedad de Parkinson, aparece más degeneración
en neuronas sin redes. (Yasuhara et all., 1.994; Hobohm et al., 1.998)
En tejido nervioso provenientes de cerebro de pacientes con encefalopatías
espongiformes como scrapie experimental y enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (Guentchev et
al., 1.998), así como en el kuru y la enfermedad de Gerstmann-Str^ussler-Scheinker
(Guentchev et al., 1.999) se han detectado una temprana y fuerte bajada selectiva de la
subpoblación de interneuronas inhibidoras GABAérgicas que contienen parvalbúmina
(Belichenko et al., 1.999). En la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob la proteína del hospedador,
prepriónica, es una sialoglucoproteína que pasa a ser una forma patológica, proteasa resistente
y parecida a la anterior, para formar la proteína priónica. Esta conversión aparece en la
superficie de la neurona, donde encontramos que las redes perineuronales están implicadas en
su pronta desaparición. (Belichenko et al., 1.999). La interacción de la proteína priónica con
los compuestos de la matriz extracelular en las redes perineuronales desencadena una serie de
acontecimientos desconocidos que culminan con el reemplazamiento de estas estructuras por
depósitos insolubles de la proteína priónica. Este cambio en el microambiente de las
interneuronas gabaérgicas y parvalbúminas inmunorreactivas puede provocar como proceso
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final su muerte (Belichenko et al., 1.999). Por esta razón las neuronas que contienen redes
perineuronales son particularmente susceptibles a la infección por priones. Incluso el
descenso en detección de estas estructuras es mayor que el de las neuronas que contienen
parvalbúmina sin redes. De esta forma se puede explicar los síntomas de excitación típicos de
las encefalopatías espongiformes transmisibles. El daño registrado en estas neuronas no es
consecuencia de la severidad local del proceso, sino más bien parece un evento primario.
Parece descartarse la actuación de la microglía o astroglía como iniciadores del proceso, ya
que con este hecho de la intervención de estas células gliales, no se puede explicar el selectivo
ataque de las células con parvalbúmina, sino que la proteína priónica actúa directamente con
algún componente de la matriz extracelular de las redes perineuronales. De hecho se sabe que
existe un incremento en la degradación proteolítica de los componentes de la matriz
extracelular, también las redes perineuronales. Debe ser un sitio crucial para la patogénesis
molecular de las enfermedades priónicas transmisibles (Belichenko et al., 1.999). En la
enfermedad del insomnio familiar fatal, este descenso en el número de neuronas con redes
perineuronales que aparece en las otras enfermedades priónicas transfisibles, no aparece
(Guentchev et al., 1.999).
La epilepsia puede ser producida por compuestos altamente básicos en el sistema
nervioso. Algunos investigadores han identificado redes perineuronales con fuertes cargas
positivas en su composición, es decir muy básicos (Murakami et al., 2.001). Se sabe que
compuestos muy básicos como guanidinio son tóxicos y son causas de enfermedades como
epilepsia (Mori, 1.987, 1.996; Mori et al., 1.996; ambos citados por Murakami et al., 2.001).
Por esta razón una intensificación de compuestos demasiado básicos en las redes
perineuronales pueden causar esta patología.
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Otras evidencias demuestran que en experimentos "in vitro" con condroitín sulfato
proteoglucano extracelular rescatan a las neuronas de daños excitotóxicos (Okamoto et al.,
1.994). Otros trabajos (Presti y Scott, 1.994) muestran que el ácido hialurónico que se agrega
junto con los proteoglucanos en las redes perineuronales colectaban radicales libres en
cultivos de fibroblastos de tendón. Existen otras evidencias indirectas del efecto protector que
puede tener la matriz extracelular de las redes perineuronales. Se utilizaba antiguamente por
los primeros investigadores la tinción del azul de metileno vital para teñir las redes.
Actualmente se estudia este marcaje en dichas estructuras (M ŭller, 1.998). Se interpreta que
el marcaje que se obtiene en estas neuronas es posible por su fuerte afinidad al oxígeno
intracelular (Miiller, 1.995). El azul de metileno es reducido, y por tanto visible, por el
oxígeno y radicales libres intracelulares (Lee y Wurster, 1.995). La generación de estas
especies reactivas puede ser la razón de la observación de daños en la ultraestructura (Miiller,
1.998). Las neuronas de disparo rápido con redes necesitan altos requerimientos de oxígeno y
energía para mantener las bombas de membrana y así mantener listo el gradiente
electroquímico para la conducción nerviosa. Esta elevada demanda energética produce gran
cantidad de radicales libres. Radicales libres que parece ser el origen de muchas enfermedades
neurodegenerativas como la esclerosis lateral amiotrófica, Parkinson o Alzheimer. Mŭller
(1.998) explica el marcaje de las redes perineuronales por parte del azul de metileno porque al
ser un compuesto catiónico se ve atraído por las cargas aniónicas de la matriz extracelular.
Este mismo autor observa marcaje de azul de metileno en estructuras intracelulares que se
afectan por daño de radicales libres, como pueden ser cromatina, microtúbulos y
neurofilamentos. Aparte de marcaje en matriz extracelular perineuronal también se detecta
tinción en los nodos de Ranvier.
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En un futuro se considerarán, a los compuestos de matriz extracelular, junto con
proteínas ligantes del ion calcio, los factores de crecimiento y sus receptores, incluidos dentro
de estrategias neuroprotectoras de forma altamente específica.
Con la edad aparecen determinados cambios en el sistema nervioso, que en principio
no deben asociarse a principios patológicos, sino a un proceso normal de envejecimiento. Se
han estudiado diversos parámetros en ratas viejas (Hilbig et al., 2.002). Se ha podido
comprobar que en ratas viejas (24-36 meses), aparece un fuerte incremento de lipofuchina y
gliosis en áreas corticales, así como pérdida de marcaje en redes perineuronales. Según el
trabajo de estos autores han señalado dos grupos de cambios.
a.- El primero, cambios relacionados con la edad. Serían reversibles bajo condiciones
ambientales favorables, como un ambiente enriquecido, que mantenga un nivel intelectual
activo. Dentro de estos cambios estarían, el marcaje de matriz extracelular, la gliosis
astrocitaria, y la fosforilación de neurofilamentos.
b.- El segundo, cambios dependientes de la edad. No serían reversibles, y aparece
como un proceso normal de senescencia fisiológica. Dentro de este parámetro se incluiría el
progresivo incremento de acúmulos de lipofuchina en el interior de las neuronas.
3.- Matriz extracelular v redes perineuronales en el hipotálamo
Se han publicado muy pocos trabajos referidos al estudio de la matriz extracelular de
los núcleos magnocelulares hipotalámicos y los que se han publicado son mapeos generales
que incluyen sin centrarse en el hipotálamo.
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Se llevó a cabo un mapeo del método del hierro coloidal llevado a cabo por Seeger et
al. (1.994). En este trabajo se observa que aparecen redes perineuronales con frecuencia en el
área hipotalámica lateral con la histoquímica del hierro coloidal y se detectan redes con la
aglutinina de la Wisteria fZoribunda en número moderado. También en otro trabajo (Paul y
Ulfig, 1.998) se estudia el núcleo tuberomamilar. En este núcleo catecolaminérgico y con
neuronas colinérgicas se describe la existencia de redes perineuronales. Este hecho está
contradicho por otro trabajo (Hobohm et al., 1.998) en el que se afirma que las neuronas
colinérgicas no tienen estas estructuras.
Se han observado acumulación de marcaje de matriz extracelular en los núcleos
magnocelulares supraóptico y paraventricular (Theodosis et al., 1.997) en estudios con
tenascina. Estos núcleos presentan plasticidad estructural en adultos como respuesta a
estímulos fisiológicos como lactancia, parto y sed prolongada (Hatton, 1.990). Durante la
estimulación aparecen profundas remodelaciones morfológicas, como son: incremento en la
extensión de haces dendríticos (Perlmuter et al., 1.984); formación de sinapsis adicionales
(Theodosis et al., 1.981; Hatton y Tweedle, 1.982; Perlmuter et al., 1.984;Tweedle y Hatton,
1.984; Chapman et al., 1.986); formación de uniones tipo GAP (Cobbett y Hatton, 1.984); y
cambios en la cantidad de recubrimiento del astrocito en el soma, dendritas o ambos en la
neurona. Sin embargo, la mayor parte de estos cambios desaparecen cuando para el estímulo
(Hatton, 1.990; Thodosis y Poulain, 1.993). La expresión de tenascina en el núcleos
supraóptico es variable, por esta razón se postula que esté relacionada con la plasticidad
observada (Singleton y Salm, 1.996).
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También aparece en estos núcleos moléculas como el ácido polisiálico. Esta sustancia
aparece durante el desarrollo y sólo se conserva en lugares donde existe mucha plasticidad,
como en esta zona del hipotálamo (Bonfanti et al., 1.992, 1.996). Así cuando existe activación
fisiológica de esta zona se expresa con fuerza el ácido siálico (Theodosis et al., 1.999).
Hasta la fecha no se ha descrito ni sugerido la presencia de redes perineuronales en los
núcleos magnocelulares del hipotálamo de la rata y los estudios de matriz extracelular en
dicha zona son muy escasos e incompletos.
Se ha empleado el hipotálamo para este estudio por su importante papel funcional en
la regulación hormonal en el sistema de control del organismo. La escasez de estudios de
matriz extracelular en el hipotálamo obliga a tratar de comprender algo mejor los mecanismos
por los que se rige. Además existen indicios de redes perineuronales en el área hipotalámica
preóptica en estudios previos. Por presentar estos núcleos plasticidad estructural en adultos
(Theodosis et al., 1993, 1997, 1999) son un buen modelo de estudio para encontrar una matriz
extracelular especializada como debería corresponder a unas neuronas tan características.
También se hacía necesario definir los posibles cambios que suceden en la matriz extracelular
en el transcurso del tiempo y estudiar las diferencias con ratas durante la ontogenia, adultas y
viejas. Así como estudiar los cambios que pueden aparecer en un estado de activación
fisiológica como es la lactancia. Sin olvidar que es una zona de fácil localización y por tanto
de estudio.
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OBJETIVOS
El objetivo principal de este trabajo consiste en estudiar la matriz extracelular en los
núcleos magnocelulares (supraóptico, paraventricular y preóptico) hipotalámicos de rata en
relación a varios marcadores de matriz extracelular. Dado su gran número, hemos limitado el
estudio según nuestras posibilidades lo permitieron: proteoglucanos condrotitín sulfato,
queratán sulfato y tenascina.
Inicialmente hemos pretendido hacer una intensa revisión bibliográfica de los
componentes de la matriz e^ctracelular en el sistema nervioso.
Se han identificado determinados componentes y hemos estudiado su evolución.
Se pretende:
a) Determinar las posibles variaciones en la distribución de componentes de matriz
extracelular en los núcleos magnocelulares a lo largo del desarrollo postnatal, madurez y
envejecimiento.
b) Delimitar temporalmente la aparición de redes perineuronales de tipo clásico en los
núcleos magnocelulares de la zona hipotalámica.
c) Establecer el carácter temporal o permanente de la aparición de redes perineuronales
maduras estudiadas.
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d) Contribuir si es posible, al conocimiento de la participación de la matriz extracelular
hipotalámica en la delimitación de zonas funcionales.
e) Estudiar si los núcleos magnocelulares con fuerte plasticidad neuronal presentan una
matriz extracelular diferenciada del resto.
f) Contrastar si neuronas magnocelulares con redes perineuronales obedecen al perfil
que parecen presentar la mayoría de estas neuronas en otras zonas del cerebro como en corteza.
g) Contribuir a saber si el envejecimiento de la neurona está asociado a cambios
significativos en la matriz extracelular.
h) Comparar algunos marcadores de matriz extracelular en rata adulta para encontrar
alguna función asociada con la aparición de redes perineuronales.
i) Determinar el origen celular neuronal o glial, si fuera posible, de los distintos
componentes de matriz extracelular.
Los resultados de este trabajo podrían contribuir al conocimiento de si la matriz
extracelular hipotalámica participa en la delimitación de zonas funcionales, si núcleos con
plasticidad neuronal presentan una matriz extracelular diferenciada del resto, si neuronas del
hipotálamo con redes perineuronales obedecen al perfil que parecen presentar la mayoría de
estas neuronas en otras zonas del cerebro y si el envejecimiento neuronal está asociado a
cambios significativos en la matriz extracelular.
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MATERIAL
El presente trabajo estudia la matriz extracelular en general, y en particular la
aparición de unas estructuras especializadas llamadas redes perineuronales que aparecen
únicamente alrededor de algunas neuronas. Se estudia la aparición de marcaje en distintos
núcleos magnocelulares hipotalámicos a lo largo del tiempo de desarrollo, en adulto y en la
vejez. Se atiende tanto a la morfología de las neuronas teñidas como a la proximidad de
astrocitos cercanos a las redes perineuronales. Para este fin se ha empleado como zona de
estudio el hipotálamo por la escasez de estudios de matriz extracelular a él referidos, por sus
implicaciones en la regulación hormonal, por haber detectado en trabajos preliminares
indicios de redes perineuronales en el área hipotalámica preóptica, por la facilidad de localizar
los núcleos magnocelulares y por presentar éstos plasticidad estructural en adultos (Theodosis
et al., 1993, 1997, 1999).
Se emplearon ratas de la raza Wistar (Ratus norvegicus). Las ratas procedían del
animalario de la Facultad de Biología de la Universidad Complutense de Madrid. Se
utilizaron ratas con edades comprendidas entre un día y dos años de vida, tanto machos como
hembras.
Tabla de número de ratas utilizadas en este estudio
Estadlos Pl
Estudio mo
P7 P14 P21 Ml M3 A1 A2 M4lactancia
mo mo mo mo mo me mo mo ge control
Número 46 22 64 30 62 68 3 10 12 18 15
TOTAL: 362 ratas Leyenda: • mo: microscopía óptica
• me: microscopía electrónica
• ge: grupo experimental
• control: control negativo
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MÉTODOS
Las redes perineuronales han sido estudiadas por distintos métodos. Los más antiguos
han sido las técnicas clásicas del azul de metileno de Ehrlich (1.886; citado por Miiller, 1.998)
y la tinción de plata de Golgi (1.873). También hemos aplicado técnicas más avanzadas que
pueden aportar mucha más información como son el método del hierro coloidal (Rambourg et
al., 1.966), lectinas (Nakagawa et al., 1.986; H^rtig et al., 1.992) y anticuerpos contra epítopos
de algunas moléculas de matriz e^racelular (Celio y Bliimcke, 1.993).
1.- Diseño experimental
l.a.- Estudio en el desarrollo, adultos y vejez
Para la realización del estudio en el desarrollo se establecieron cinco estadios. Se
decidió el estudio desde el estadio postnatal 1 hasta mes 1, pues estudios previos sobre ácido
hialurónico proponían un cambio en los componentes de matriz extracelular alrededor del día
15 postnatal (Oohira et al., 2.000; Yamaguchi et al., 2.000). Se consideró el primer día
postnatal (Pl) el día del nacimiento. Así, la notación de los estadios estudiados son los
siguientes:
• P1 (un día de vida o postnatal 1),
• P7 (siete días de vida o postnatal7),
• P 14 (catorce días de vida o postnatal 14),
• P21 (veintiún días de vida o postnatal 21) y
• M1 (un mes de vida, 30 días).
Para el estudio de adultos se utilizaron ratas de tres estadios distintos. Se comenzó con
tres meses de edad al considerarlos adultos desde la edad de inicio de la reproducción, ratas
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maduras con un año de edad, se las consideraron maduras, y ratas viejas con dos años. Así
tendremos la siguiente notación para los estadios estudiados:
• M3 (rata adulta de tres meses de edad)
• A1 (rata madura de un año de edad)
• A2 (rata vieja o de dos años de edad)
En cada inmunodetección se utilizó un solo anticuerpo. Este fue aplicado en todos los
estadios simultáneamente. En cada estadio se usaron tres cortes de cerebro de rata y cada
corte procedía de un animal distinto. Se llevaron a cabo más de seis inmunodetecciones con
cada anticuerpo. De esta forma tendremos en cada estadio inmunodetecciones hechas como
mínimo en doce animales distintos. Cada cerebro de animal fue elegido de un conjunto de
encéfalos de ratas almacenados en un arcón a- 70 °C. En las secciones hipotalámicas se
incluyeron corteza y tálamo en la misma sección transversal como control positivo, pues es
una zona bien estudiada de matriz extracelular (H^rtig et al., 2.001, 1.999; Brauer et al.,
1.999; Briickner et al., 2,001; 2.000; 1.999; Murakami et al., 2.001; Celio et al., 1.998;
Yamaguchi et al., 2.000). Como controles negativos se utilizaron los mismos protocolos sin la
incubación con el primer anticuerpo.
En la siguiente tabla se muestra el ejemplo de una inmunodetección. En ella podemos
ver cómo en cada estadio hay tres ratas distintas. Y en todas las ratas de esta inmunodetección
se utilizó un solo anticuerpo.
TABLA EJEMPLO DE INMUNODETECCIÓN
Anticuerpo Pl P7 P14 P21 Ml M3 A1 A2
le' Ejemplar R1 R4 R7 R10 R13 R16 R19 R22
2° Ejemplar R2 RS R8 R11 R14 R17 R20 R23
3^' Ejemplar R3 R6 R9 R12 R15 R18 R21 R24
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Los anticuerpos utilizados en este estudio así como las concentraciones utilizadas se
representan en la siguiente tabla:
TABLA DE ANTICUERPOS
PRIMER ANTICUERPO SEGUNDO ANTICUERPO
TIPO DILUCION PROCEDENCIA TIl'O DILUCION PROCEDENCIA
Mouse COSPG 1:100 ICN Bio-Goat Anti 1:100 SIGMA
mouse I G
Mouse C4SPG 1:100 CHEMICON Bio-Goat Anti 1:100 SIGMA
mouse I G
Mouse C6SPG 1:100 CHEMICON Bio-Goat Anti 1:100 SIGMA
mouse I G
Mouse KSPG 1:100 CHEMICON Bio-Goat Anti 1:100 SIGMA
mouse I G
Mouse TEN 1:75 CHEMICON Bio-Goat Anti 1:100 SIGMA
mouse I G
Leyenda: - COSPG: Condroitín 0-sulfato proteoglicano
- C4SPG: Condroitín 4-sulfato proteoglicano
- C6SPG: Condroitín 6-sulfato proteoglicano
- KSPG: Keratán sulfato proteoglicano
- TEN: Tenascina
TABLA DE HISTOQUÍMICAS
HISTOQUIMICA TIPO DILUCION PROCEDENCIA
WFA biotinilada Aglutinina 10 ml SIGMA
PSA biotinilada Aglutinina 10 ml SIGMA
NADPHd Enzima 1 mM SIGMA
Fe col Solución 29 % MERK
Leyenda: - WFA: Aglutinina de la Wisteria,loribunda.
- PSA: Aglutinina de Pisun sativum.
- NADPHd: Técnica de la NADPH diaforasa.
- Fe col: Técnica del hierro coloidal.
l.b.- Estudio de funcionalidad
Para estudiar la función posible de las redes perineuronales, se realizaron dobles
inmunodetecciones de marcaje fluorescente. Se llevó a cabo en un total de seis ratas de tres
meses consideradas adultas (M3). Los dobles marcajes relacionaron las redes perineuronales
marcadas con la aglutinina de la Wisteria fZoribunda y otros marcadores.
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INMUNODETECCION 1" TIPO 2° TIPO 3"TIPO 4° TIPO 5° TIPO
DETECCIÓN
DE REDES WFA WFA WFA WFA WFA
PERINEURONALES
MARCADOR PARV GS PGFA ChAT Cr
Leyenda: - WFA: Aglutinina de la Wisteria,loribunda.
- PARV: Anticuerpo contra parvalbíunina.
- GS: Anticuerpo contra glutamina sintetasa.
- PGFA: Anticuerpo contra la proteína gliofibrilar ácida.
- ChAT: Anticuerpo contra la colín acetil transferasa.
- Cr: Anticuerpo contra calretinina.
l.c.- Estudio de lactancia
Este estudio se llevó a cabo para poder relacionar posibles cambios en el marcaje de
matriz extracelular con un estado de activación de los núcleos supraóptico y paraventricular.
Varios autores (Theodosis et al., 1.997, 1.999) han descrito cambios en estos núcleos
dependientes de la activación fisiológica. Para llevar a cabo este estudio se utilizaron dos
grupos de ratas hembras de 4 meses de edad (M4). El primer grupo, control, fueron ratas de 4
meses vírgenes. El grupo experimental fueron ratas lactantes, es decir, ratas yue estaban
dando de mamar a crías, estando estas crías cuando fue sacrificada la madre en el estadio P 14.
Las inmunodetecciones fueron hechas a la vez en todos los estadios de la ontogenia,
adultos y viejos. Se aplica un anticuerpo sólo en cada inmunodetección, tal y como se
describe en el diseño experimental de estudio de desarrollo, adultos y vejez. Se aplicaron
todos los anticuerpos utilizados en el estudio anterior para el estudio de lactancia.
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2.- Microscopía óptica
2.a.- Anestesia
Todos los animales utilizados en este trabajo fueron anestesiados con éter dietílico por
vía respiratoria. Se introdujo al animal en una campana cuya atmósfera estaba previamente
saturada de vapores de este compuesto.
2.b.- Perfusión
El proceso se llevó a cabo de manera convencional. Una vez que la rata está
anestesiada, se abre la cavidad abdominal localizando el diafragma. Se penetra en el tórax y se
introduce una cánula por el ventrículo izquerdo del corazón. Según el tamaño de los animales
se empleó una cánula de longitud y sección adecuada. Se pinza el corazón y dejamos fluir el
fijador cortando previamente la aurícula derecha para que se complete el circuito. De esta
forma pasa el fijador a 4°C por el sistema circulatorio mayor del animal llegando al interior
del cráneo. Se dejó pasar el fijador en la perfusión de 15 a 20 minutos. El fijador utilizado fue
una solución de paraformaldehído al 4% en tampón fosfato salino (PBS) con una
concentración de 0.1 M y pH 7.4 fisiológico.
2.c.- Extracción del encéfalo
Para la extracción del encéfalo se diseca la cabeza a la rata. Cortamos la piel del
cráneo. Penetramos cortando las apófisis dorsales de las vértebras cervicales descubriendo la
médula espinal. Cuando llegamos a la entrada del encéfalo por el agujero occipital, cortamos
a los lados del hueso occipital para no dañar el cerebelo. Cortamos el hueso temporal por la
sutura intertemporal y el hueso frontal para dejar libre la parte anterior del telencéfalo
incluyendo los bulbos olfativos. Se retiran las meninges, se corta el V par craneal (muy
grueso), los nervios ópticos (con sumo cuidado para no arrancar los núcleos supraópticos) y se
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separan los bulbos olfativos de la placa cribosa. Disecamos el hipotálamo y para ello cortamos
en sección transversal aprovechando desde el principio del quiasma óptico hasta los cuerpos
mamilares. Hemos dejado toda la corteza de la sección: corteza parietal, de la ínsula,
piriforme. Estas zonas sirvieron de control positivo en la localización de moléculas en la
matriz extracelular en el estudio inmunohistoquímico.
2.d.- Procesado del encéfalo
Después de la perfusión y extracción del encéfalo, se realizó una postfijación de los
bloques durante toda la noche a 4°C en el mismo fijador. Después de varios lavados en
tampón fosfato salino, se procede a su procesamiento para inclusión en parafina o para la
congelación de la muestra.
Para la inclusión en parafina, los bloques de muestras del encéfalo se deshidrataron en
concentraciones crecientes de etanol. Fueron aclarados con tolueno y posteriormente incluidos
en parafina después de varios baños en la misma. Por último se hicieron los bloques de
parafina. Los cuales se almacenan en sitios protegidos del calor y de la luz hasta ser cortados.
Para el procesamiento en congelación, previamente hay que crioproteger la muestra.
La crioprotección se lleva a cabo con dos baños de soluciones de sacarosa. Un primer baño al
15 % en tampón fosfato salino (PBS) 0.1 M y pH 7.4 durante cuatro horas a temperatura
ambiente. Y un segundo baño en al 30 % en PBS toda la noche a 4°C. Una vez que las
muestras están crioprotegidas, fueron congeladas con nitrógeno líquido o con hielo carbónico
(C02). Las muestras fueron embebidas en medio de inclusión para congelación comercial,
Tissue Tek, en un cilindro de papel de aluminio previamente etiquetado. Después de la
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congelación del bloque conteniendo la muestra, fueron almacenados en un arcón de
congelación de -70 °C hasta su utilización.
2.e.- Microtomía
Para cortes en parafina. Se tallaron los bloques y se cortaron con un microtomo
Reichert-Jung, modelo 1.130Biocut. Las secciones de cada corte se hicieron a 7 µm. Los
cortes se estiraron en baño termostatizado o en plancha a 37 ó 40 °C. Éstos fueron recogidos
en portaobjetos impregnados en glicerina-albúmina. Y por último, se secaron en el interior de
una estufa de 37 °C de temperatura constante. Los cortes se seleccionaron y numeraron de
forma seriada. Gracias a tinciones simples se pudieron localizar los cortes que contenían los
núcleos magnocelulares del hipotálamo, objeto de estudio en esta tesis.
Para cortes en congelación. Los bloques congelados se llevaron del arcón de
congelación de -70 °C de temperatura al criostato con -20 °C. Después de un tiempo para que
suba la temperatura en el bloque de la muestra se une el bloque a la mordaza con medio de
inclusión comercial. Las muestras fueron cortadas con un grosor de 30 ó 40 µm. y se
recogieron en portaobjetos sin tratar previamente. Los portaobjetos se seleccionaron en un
microscopio de contraste de fases de manera que sólo se seleccionaron los que poseían el
núcleo supraóptico y paraventricular. Se numeraron de forma seriada y se almacenaron en el
congelador a-20°C hasta su utilización en inmunodetecciones. •
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2.f.- Tinciones
- Tinciones simples
Se utilizaron tinciones de carácter general para reconocer la localización de los
núcleos magnocelulares del hipotálamo, así como para estudiar la estructura general de dichos
núcleos. Se usaron dos protocolos, uno para azul de toluidina y el otro para violeta de cresilo.
- Histoquímica:
• Método del hierro coloidal.
Es una técnica histoquímica que se usa para la demostración de moléculas con
radicales sulfatados (Hale, 1.946; Martínez-Rodríguez et al., 1.980). Fue empleado para
resaltar componentes de matriz extracelular sulfatados. Se obtiene un marcaje similar al de las
lectinas como la de la aglutinina de la Wisteria floribunda en corteza cerebral (H^rtig et al.,
1.992, 1.995, 1.999, 2.001; Murakami et al., 1.996, 1.999, 2.001). Este método se cree que
tiñen hidratos de carbono similares a N-acetil galactosamina sulfatados, como condroitín
sulfato, heparán sulfato, queratán sulfato, etc. Todas ellas típicas moléculas descritas como
componentes de las redes perineuronales (Seeger et al., 1.994).
- Inmunohistoquímica
• aglutinina de ^steria floribunda.
Esta lectina, de la casa Sigma, tiene un peso molecular de 68 kD, se compone de dos
subunidades, se va a unir específicamente al azúcar N-acetil D-galactosamina de
proteoglucanos (Kurokawa et al., 1.976) de matriz extracelular. Con esta aglutinina se marcan
estructuras que concuerdan con la descripción de redes perineuronales clásicas (H^rtig et al.,
1.992, 1.994). Por ello se ha utilizado esta lectina para su caracterización en el hipotálamo.
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• aglutinina de Pisun sativum.
La lectina que se utilizó se obtuvo de la casa Sigma. Tiene un peso molecular de 49
kD, está compuesta por 4 subunidades, cada una con dos isotipos a y(3 (4(aa)a) y tiene
actividad mitogénica. Se une a las cadenas de glucosaminoglucanos de forma específica
siempre que contengan residuos teminales de a-D-manosil y a-D-glucosil. (Trowbridge et al.,
1.974)
- Inmunodetecciones
La especificidad del marcaje de las redes perineuronales con los anticuerpos
monoclonales contra proteoglucanos condroitín sulfato utilizados ha sido confirmada para
distintas especies animales (Fujita et al., 1.989; Bertolotto et al., 1.990; 1.991; Bignami et al.,
1.992; Perides et al., 1.992; Murakami et al., 1.994). Estos investigadores muestran que los
proteoglucanos sulfato de las redes perineuronales pueden ser encontrados con un
tetrasacárido (glucuronosil-galactosil-galactosil-xilosil) (Margolis y Margolis, 1.989)
conectando una secuencia de unidades de condroitín sulfato con el núcleo proteico. Se sabe,
además, que un lecticano de sistema nervioso como el versicán, detectado también en redes
perineuronales (Bignami et al., 1.993), es capaz de unir el anticuerpo utilizado aquí contra
proteoglucano condroitín 4-sulfato, pero no se une a 0 y 6 sulfato (Perides et al., 1.992; Kóppe
et al., 1.997). De esta forma necesita que se trate al tejido con una digestión enzimática parcial
utilizando condroitinasa ABC (Proteus vulgaris) previamente a la inmunodetección. Así, en
las redes perineuronales de matriz e^ctracelular pueden ser marcadas dichos anticondroitín
proteoglucanos, indicando que es la unión de la cadena de condroitín sulfato parcialmente
digerida, con el tetrasacárido y los aminoácidos adyacentes, los que crean la antigenicidad
suficiente para que se unan específicamente estos anticuerpos monoclonales a los distintos
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proteoglucanos 0, 4 y 6 sulfato situados en el tejido estudiado. Esto también ha sido postulado
para el versicán (Bignami et al., 1.993).
• Inmunodetección de proteoglucanos condroitín 0-sulfato. (Clon 1-B-5)
Este anticuerpo de la casa ICN Biomedicals, Inc, está purificado por afinidad a partir
de líquido sobrenadante de ratón. Para que puedan ser reconocidos los epítopos debe tratarse
el tejido previamente con condroitinasa ABC. Por tanto, el anticuerpo reconoce la unión de la
cadena de glucosaminoglucano condroitín 0-sulfato a la cadena polipeptídica. Se necesita que
sean retiradas el resto de glucosaminoglucanos para que no exista impedimento estérico para
la unión del anticuerpo con el epítopo. (Couchman et al., 1984; Sorrell et al., 1988; Fukatsu et
al., 1988)
• Inmunodetección de proteoglucanos condroitín 4-sulfato.
Este anticuerpo de la casa Chemicon International, Inc, está hecho contra
proteoglucano de cartílago de ratón digerido con condroitinasa ABC y se ha comprobado que
reacciona con ratón y humano ambos fetal y adulto, según la casa comercial. Se sabe que los
disacáridos condroitín 4-sulfato inhiben la unión del anticuerpo monoclonal con los
proteoglucanos. (Mikecz et al., 1987; Poole et al., 1991; Cs-Szabo et al., 1995)
• Inmunodetección de proteoglucanos condroitín 6-sulfato.
Este anticuerpo, de la casa Chemicon International, Inc, reacciona con un amplio
rango de proteoglucanos de cartílago después de ser digerido con condroitinase ABC o AC, o
hialuronasa testicular. El anticuerpo es inhibido en su unión al epítopo por los disacáridos
condroitín 6 sulfato. Reconoce condroitín 6-sulfato de alta densidad del proteoglucano de
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cartílago de varias especies. No tiene reacción cruzada con dermatán sulfato, queratán sulfato
o condroitín 4-sulfato. (Glant et al., 1986; Mickecz et al., 1.987; Poole et al., 1991)
• Inmunodetección de proteoglucanos queratán sulfato.
Este anticuerpo reconoce 2 ó 3 unidades de disacáridos de cadenas de queratán sulfato
tipo II (esquelético) y tipo I(corneal), de forma aislada o unidas a proteoglucanos. El epítopo
es resistente a tratamientos proteolíticos o alcalinos y es parcialmente sensible al tratamiento
con queratanasa u otras endo-B- galactosidasas. Como inmunógeno se utilizó el
proteoglucano de cartílago articular de humano digerido con condroitinasa ABC. Es capaz de
reaccionar con varias especies pero no con pollo, dermatán sulfato, ni con proteoglucanos de
condrosarcomas de rata. (Thonar et al., 1985; Glant et al., 1986; Hascall et al., 1987;
Roughley et al., 1987; Kopper et al., 1990; Poole et al., 1991; Cs-Szabo et al., 1995)
• Inmunodetección de tenascina-C. (Clon BC-24)
Este anticuerpo monoclonal contra tenascina tipo C humana pertenece a la casa Sigma.
Deriva del hibridoma por fusión de células de mieloma de ratón y esplenocitos de un ratón
inmunizado. La tenascina humana fue utilizad
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3.- Microscopía electrónica •
El número de muestras que fue utilizado para el estudio de microscopía electrónica ha
sido expuesto en la tabla referente al número de muestras utilizadas para la realización de este
trabajo de tesis situado en la primera página del apartado de material.
3.a.- Anestesia y perfusión
A1 igual que para microscopía óptica, todos los animales utilizados fueron
anestesiados con éter dietílico por vía respiratoria. Se introdujo al animal en una campana
cuya atmósfera estaba previamente saturada de vapores de éter dietílico. Cuando la rata quedó
anestesiada, se la refrigeró en hielo a 4°C y se abrió la cavidad abdominal localizando el
diafragma. Se penetró en el tórax y se introdujo una cánula por el ventrículo izquerdo del
corazón. Se pinzó el corazón y se dejó fluir el líquido cortando previamente la aurícula
derecha para que se complete el circuito. Se dejó fluir el fijador en la perfusión de 15 a 20
minutos. El fijador utilizado fue una solución de glutaraldehído al 2% y paraformaldehído al
4% en tampón fosfato salino (PBS) con una concentración de 0.1 M y pH 7.4 fisiológico
previamente enfi-iado hasta una temperatura de 4°C. Para la extracción del encéfalo se
secciona la cabeza de la rata. Se retalló la zona hipotalámica en sección transversal. Después
se separa el tálamo y corteza, aislando el hipotálamo. Una vez hecho esto, el hipotálamo se
corta por su parte simétrica, por el tercer ventrículo, obteniendo dos piezas iguales.
3.b.- Fijación y lavado
Las piezas fueron fijadas en dos fases. Primero durante 15 a 20 minutos en la
perfusión. Segundo durante toda la noche a 4°C en el mismo fijador. El fijador fue lavado en
tampón fosfato salino (PBS) con una concentración de 0.1 M y pH 7.4. La duración del
tiempo de lavado fue de una hora y media.
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3.c.- Corte con vibratomo
Las piezas de hipotálamo colocadas en vibratomo como prismas, se cortaron en
sección transversal (corte frontal), obteniéndose secciones de 100 µm. Dichas secciones
fueron recogidas en pocillos con tampón fosfato salino 0.1 M y pH 7.4 de forma seriada.
Después se hizo la selección de las secciones en las que estaba incluido el núcleo supraóptico
en los que se llevó a cabo el proceso de deshidratación e inclusión en resinas acrílicas a bajas
temperaturas.
3.d.- Deshidratación e inclusión
Para realizar la inclusión se empleó como resina Lowicryl K4M debido a las razones
siguientes. En experimentos anteriores hemos comprobado que el antígeno de matriz
extracelular es bastante sensible a temperaturas altas. El proceso de deshidratación-infiltración
y posterior polimerización de la resina (con luz ultravioleta) se llevó a cabo a baja
temperatura. De esta manera no se vio afectado en gran medida el antígeno conservando su
antigenicidad. El proceso de deshidratación e inclusión se expone más adelante en los
protocolos.
3.e.- Microtomía y observación a microscopía electrónica
Los núcleos se localizan en cortes semifinos teñidos con azul de metileno de
Richardson, secciones ultrafinas de dichos núcleos se recogieron en rejillas de níquel
hexagonales recubiertas previamente con una película de Formvar
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4.- Inmunodetección
4.a.- Anticuerpos utilizados para microscopía electrónica
Los anticuerpos utilizados para inmunodetecciones en la tabla siguiente. EI protocolo
de inmunodetección se incluye en el apartado de protocolos, al final de la sección de métodos
de esta tesis.
Tabla de anticuerpos utilizados a microsconía electrónica
_
Primer anticue o Segundo anticue o
Tipo _ Características .Dilución Procedencia _ Tipo_y.Características _Dilución . Procedencia
COSPG mouse IgG 1:75 ICN Goat anti mouse
C4SPG mouse IgG 1:75 CHEMICON conjugado 1:25 CHEMICON
C6SPG mouse IgG 1:50 CHEMICON oro coloidal
Leyenda: - COSPG: Condroitín 0-sulfato proteoglucano
- C4SPG: Condroitín 4-sulfato proteoglucano
- C6SPG: Condroitín 6-sulfato proteoglucano
5.- Micrografías
S.a.- Micrografías ópticas
Todas las micrografias realizadas en este estudio en microscopía óptica convencional
y parte de las de fluorescencia fueron realizadas con el fotomicroscopio Zeiss ubicado en el
Departamento de Biología Celular de la Facultad de Biología de la Universidad Complutense
de Madrid. Las micrografias de dobles marcajes con fluorescencia, se realizaron con un
microscopio Zeiss confocal de triple filtro en el Instituto Paul Flechsig para investigación de
Neuroquímica, Facultad de Medicina, Universidad de Leipzig (Alemania).
5.b.- Microgra^as electrónicas
Las micrografias electrónicas fueron obtenidas con un microscopio electrónico de
transmisión de 80 KV de la marca Zeiss modelo EM 902, en el Centro de Microscopía
Electrónica "Luis Bru" de la Universidad Complutense de Madrid. Este microscopio ]leva
incorporado un filtro de energía del tipo Castaing-Henry-Ottensmeyer que permite aumentar
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el contras de las imágenes; hecho de utilidad en muestras no osmificadas procesadas para
realizar marcajes con oro coloidal.
6.- Protocolos
6.a.- Protocolos de histoquímica
6.a.1.- Método del hierro coloidal
Los encéfaloscerebros se fijaron con paraformaldehído al 4% en tampón fosfato 0.1
M a pH 7.4 durante toda la noche a 4°C. Después de lavarlos con el mismo tampón fosfato
durante 2 horas, se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol. Se aclararon con
dos baños de tolueno. La inclusión en parafina consistió en dos baños de 1 hora antes de hacer
los bloques. Los bloques se cortaron a 7 µm y se estiraron en baño termostatizado antes de
aplicarlos sobre un portaobjetos previamente tratado con una solución de albúmina-glicerina.
El desparafinado sigue un protocolo normal. Se dan varios baños con xileno. Después se
hidrataron con baños sucesivos de soluciones de etanol en concentración decreciente. Por
último se bañaron los cortes en agua destilada.
El procedimiento para la realización de la histoquímica del hierro coloidal es el
siguiente.
1.- Incubación en solución de hierro coloidal (2 horas)
- Solución de hierro coloidal: • agua destilada 18 ml
• ácido acético glacial 12 ml
• solución stock de hierro
coloidal 10 ml
- Solución stock de hierro coloidal:
• tricloruro de hierro a129 % 4.4 ml
• agua destilada hirviendo 250 ml
2.- Lavado en ácido acético a130 % en agua destilada (3 lavados de 10 min.)
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3.- Lavado en agua corriente (5 min.)
4.- Lavado en agua destilada (dos lavados de 5 min cada uno)
5.- Incubar en la solución siguiente durante 20 min
- Solución de ácido clorhídrico al 2% 1 ml
- Ferrocianuro de potasio a12 % 1 ml
6.- Lavado con agua destilada durante 5 min.
7.- Tinción de contraste con rojo nuclear o ácido pícrico
8.- Deshidratar y montar con cubreobjetos en DPX.
6.b.1.- Método de la aglutinina de la ^steria floribunda y de Pisun sativum.
Para la realización de la técnica de las aglutininas se utilizaron cortes que fueron
procesados en congelación. El método fue realizado con cortes en suspensión. El protocolo
seguido es el siguiente:
1.- Inhibición de la peroxidasa endógena con H2Oz al 0.03 % en tampón fosfato 0.1 M
y pH 7.4 durante 10 min.
2.- Lavados en tampón fosfato O.1M y pH 7.4. Tres lavados de 10 min cada uno.
3.- Soluciones bloqueantes:
- solución de avidina (15 min.)
- lavado con el mismo tampón fosfato.
- solución de biotina (15 min)
4.- Lavados en tampón fosfato. Tres lavados de 10 min. cada uno.
5.- Incubación con la aglutinina de la Wisteria fZoribunda biotinilada a 10 µg./ml. o
incubación con la aglutinina de Pisun sativum a 10 µg./ml. según el caso durante toda
la noche a 4 °C. (Sigma)
6.- Incubación con igual solución de aglutinina durante 1 hora a temperatura ambiente
(20°C aproximadamente) y en agitación.
7.- Lavado en tampón fosfato. Tres lavados de 10 min cada uno.
8.- Incubación con el kit ABC de la casa Vector (avidina-Peroxidasa). Durante 1 hora
a temperatura ambiente y en agitación.
9.- Lavados en tampón fosfato. Tres lavados de 10 min cada uno.
10.- Revelado. (15 min.)
- Solución de revelado:
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• 3, 3' diaminobenzidina 0'005 g.
• Clorhidrato de Ni 0'1 g.
• Tampón Tris 0.2 M y pH 8.0 25 ml.
Una vez mezclado, disuelto y filtrado se añaden 25 µl. de H2O2 comercial
11.- Lavado con tampón fosfato. Cinco lavados de cinco minutos cada uno.
12.- Montaje en porta con tampón Tris-gelatina.
13.- Secado (noche a temperatura ambiente)
14.- Montar con cubreobjetos con DPX.
6.a.3.- Método de la NADPH diaforasa.
Las muestras utilizadas fueron perfundidas vía intracardíaca con un fijador constituido
por paraformaldehído a14 % en tampón fosfato 0.1 M y pH 7.4. Seguidamente se procede con
el procesamiento normal en congelación descrito anteriormente. Se cortan las piezas en
secciones de 25 a 30 µm. y son recogidas en tampón fosfato 0' 1 M, pH 7.4 a 4°C.
1.- Lavado de las secciones en tampón fosfato 0.1 M y pH 7.4 para eliminar restos de
fijador. Tres lavados de quince minutos cada uno.
2.- Lavado de secciones durante 10 minutos en tampón Tris-cha 0.1 M, pH 8.0.
3.- Incubar las secciones a 37 °C en agitación constante en la solución siguiente:
• azul de nitrotetrazolio como cromógeno 0.3 mM
•(3-NADPH en forma de sal tetrasódica como sustrato 1 mM
• Tritón X-100 como detergente 0.08 %
• Tampón Tris-HC10.1 M y pH 8.0 como disolvente
4.- Controlar el curso de la reacción de coloración en el microscopio.
5.- Detener la reacción mediante lavados sucesivos en tampón fosfato 0.1 M, y pH 7.4
frío.
6.- Montar los cortes en portaobjetos con tampón Tris-HCl y gelatina y dejar secar
toda la noche a temperatura ambiente.
7.- Montar los cortes con cubreobjetos con DPX.
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6.b.- Protocolo de inmunohistoquímica
6.b.1.- Inmunodetección a microscopía óptica
Las inmunodetecciones fueron realizadas con las secciones de tejidos en flotación. Se
utilizó como control negativo muestras que siguieron todo el protocolo pero sin la incubación
con el primer anticuerpo, que se sustituyó por la solución diluyente del primer anticuerpo. Y
como control positivo se utilizó la zona de corteza cerebral y tálamo que existe en la misma
sección transversal que los núcleos hipotalámicos a estudiar, pues ya están publicadas muchas
pruebas en estas zonas. El protocolo seguido es el siguiente:
1.- Inhibición de la peroxidasa endógena con H2Oz al 0.03 % en tampón fosfato
0.1 M y pH 7.4 durante 10 min.
2.- Lavados en tampón fosfato O.1M y pH 7.4. 3 lavados de 10 min. cada uno.
3.- Tratamiento de digestión enzimática. Es necesario para el caso de los anticuerpos
para detectar los proteoglucanos condroitines 0, 4 y 6 sulfato y queratán sulfato.
Incubación con condroitinasa ABC (Proteus vulgaris) de la casa Sigma. Se usó a la
concentración de 0.1 U/ml en tampón Tris-acetato de sodio 40 mM-40 mM y suero
bobino (BSA) a 0.01 % en una estufa a 37 °C durante 1.5 horas en placa y cámara
húmeda.
4.- Lavados en tampón fosfato O.1M y pH 7.4. 3 lavados de 10 min. cada uno.
5.- Soluciones bloqueantes:
- solución de avidina (15 min.)
- lavado con el mismo tampón fosfato.
- solución de biotina (15 min.)
6.- Lavados en tampón fosfato. Tres lavados de 10 min. cada uno.
7.- Incubación con suero normal de cabra (SNc) al 10 % en tampón fosfato 0.1 M y
pH 7.4. durante 1 hora a temperatura ambiente en placa y cámara húmeda.
8.- Incubación del primer anticuerpo en suero normal de cabra al 1% en tampón
fosfato 0.1 M y pH 7.4. Se realizó en cámara húmeda a 4°C durante toda la noche.
9.- Lavados en tampón fosfato. Tres lavados de 10 min. cada uno.
10.- Incubación con el segundo anticuerpo. Una inmunoglobulina tipo G(IgG)
anticuerpo contra ratón hecho en cabra (GAM) que se encuentra biotinilada. Se
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disuelve en tampón fosfato 0.1 M y pH 7.4. Se realiza a temperatura ambiente durante
2 horas en placa y cámara húmeda.
11.- Lavados en tampón fosfato. Tres lavados de 10 min. cada uno.
12.- Incubación con el kit ABC de la casa Vector (avidina-Peroxidasa). Durante 1 hora
a temperatura ambiente y en agitación.
13.- Lavados en tampón fosfato. Tres lavados de 10 min. cada uno.
14.- Revelado. (15 min.)
- Solución de revelado:
• 3, 3' diaminobenzidina 0.005 g.
• Clorhidrato de Ni 0.1 g.
• Tampón Tris 0.2 M y pH 8.0 25 ml.
Una vez mezclado, disuelto y filtrado se añaden 25 µl. de H2O2 comercial
15- Lavado con tampón fosfato. Cinco lavados de cinco minutos cada uno.
16.- Montaje en porta con tampón Tris-gelatina.
17.- Secado (noche a temperatura ambiente)
18.- Montar con cubreobjetos con DPX.
6.b.2.- Inmunodetección a microscopía óptica con fluorescencia
Las inmunodetecciones con fluorescencia fueron realizadas con las secciones de
tejidos en flotación. Se utilizó como control negativo muestras que siguieron todo el protocolo
pero sin la incubación con los primeros anticuerpos, que se sustituyeron por la solución
diluyente del primer anticuerpo. Y como control positivo se utilizó la zona de corteza cerebral
y tálamo que e^ste en la misma sección transversal que los núcleos hipotalámicos a estudiar
al igual que con la microscopía óptica. El protocolo seguido es el siguiente:
l.- Lavados en tampón fosfato salino O.1M y pH 7.4. 3 lavados de 10 minutos cada
uno. Sin agitación.
2.- Incubación de la solución bloqueante: Suero normal de cabra al 5% con Tritón X-
100 al 0.3 % en tampón Tris salino 0.1 M pH 7.4 con agitación lenta durante 1 hora.
3.- Incubación con el cóctel de primeros anticuerpos. Se diluyen los anticuerpos en
suero normal de cabra al 1% y Tritón X-100 al 0.3 % en tampón Tris salino 0.1 M. La
mezcla se agita suavemente durante 30 ó 40 minutos a temperatura ambiente para que
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se distribuyan homogéneamente. Los cortes se incuban durante 12 a 48 horas a 4°C,
en agitación suave con cámara húmeda.
• Aglutinina de la Wisteria fZoribunda 5-10-15 µg/ml.
• Con uno de los siguientes:
- anti-parvalbúmina hecho en conejo (20 µg/ml)
- anti-acetil colín transferasa hecho en cabra (1:200, Swant)
- anti-glutamina sintetasa hecho en ratón (1: 500, Sigma)
- anti-calretinina hecho en ratón (1:300, Chemicon)
4.- Lavados tamón Tris salino, 3 lavados de 10 minutos cada uno.
5.- Incubación con el cóctel de segundos anticuerpos marcados con compuestos
fluorescentes. Están diluidos en tampón Tris salino 0.1 M y pH 7.4. La solución se
deja mezclar suavemente durante 30 ó 40 minutos en agitación suave. La incubación
se lleva a cabo durante 1 ó 2 horas a temperatura ambiente, cámara húmeda y en
agitación suave.
• para la aglutinina de la Wisteria fZoribunda biotinilada se utilizaron los
compuestos fluorescentes Cy3 ó Cy2 conjugado con estreptavidina.
• para la parvalbúmina se utilizó inmunoglobulina G contra conejo hecho en
burro conjugado con el fluorocromo Cy3.
• para la colín acetil transferasa se utilizó inmunoglobulina G contra cabra
hecho en burro y conjugado con el fluorocromo Cy3.
• para la glutamina sintetasa se utilizó inmunoglobulina G contra ratón hecho
en cabra y conjugado el fluorocromo Cy2.
• para la calretinina se utilizó inmunoglobulina G contra ratón hecho en cabra y
conjugado con el fluorocromo Cy2.
6.- Lavados en tampón Tris salino, 3 lavados de 10 minutos cada uno.
7.- Montaje de los portas. Sobre portas tratados con glicerina desde una placa de Petri
con ayuda de un pincel. Se pone una gota de solución de albúmina-glicerina en el
porta y con agua se estiran en la placa de Petri.
8.- Secado de portas. Se dejan secar al aire y se recoge el exceso de agua con un papel
de filtro. El secado definitivo se realiza en estufa a 37 °C durante toda la noche.
9.- Los cortes ya secos y deshidratados, se introducen en tolueno, y después de un
baño de unos 10 minutos se cubren con cubreobjetos con ENTELLÁN, se dejan secar
y se observan con el microscopio de fluorescencia.
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6.b.3.- Inmunodetección a microscopía electrónica
El protocolo seguido para inmunodetección con oro coloidal a microscopía electrónica
es el siguiente.
Las ratas fueron perfundidas como anteriormente se detalló con glutaraldehído al 2%
y paraformaldehído al 4% en tampón fosfato 0.1 M y pH 7.4 a 4°C durante 15 minutos. El
cerebro fue diseccionado en bloques donde se situaba el núcleo supraóptico, postfijado en el
mismo fijador a 4°C durante toda la noche y seccionado en el vibratomo.
Los cortes de vibratomo fueron incluídos. Para ello los cortes fueron deshidratados en
etanol utilizando concentraciones crecientes al tiempo que se reduce la temperatura a medida
que aumenta la concentración del agente deshidratante:
1.- etanol 30° a 0°C. Una hora
2.- etanol 50° a- 20 °C. Una hora
3.- etanol 70° a- 35 °C. Una hora
4.- etanol 96° a- 35 °C. Una hora
5.- etanol 100° a- 35 °C. Una hora
La infiltración se llevó a cabo con los siguientes baños.
1.- Lowicryl-Etanol (1:1 voUvol) durante 60 min. a- 35 °C
2.- Lowicryl-Etanol ( 2:1 voUvol) durante 60 min. a-35 °C
3.- Lowicryl durante 1 hora a- 35 °C
4.- Lowicryl durante toda la noche a- 35 °C
Las muestras se preparan y se orientan en cápsulas rellenas con Lowicryl de las que se
elimina las burbujas de aire. La polimerización de resina se Ilevó a cabo por irradiación
indirecta con luz ultravioleta durante 48 horas a-30 °C y posteriormente 24 horas a
temperatura ambiente. Se obtuvieron secciones ultrafinas del núcleo supraóptico que fueron
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recogidos con rejillas de níquel hexagonales recubiertas con una película de Formvar. Estas
rejillas se emplearon para la realización de inmunodetecciones con oro coloidal cuyo
protocolo se expone a continuación:
1.- Tratamiento de digestión enzimático. Es necesario para el caso de los anticuerpos
para detectar los proteoglucanos condroitines 0, 4 y 6 sulfato y queratán sulfato.
Incubación con condroitinasa ABC (Proteus vulgaris) de Sigma. Se usó a la
concentración de 0.1 U/ml en tampón Tris-acetato de sodio 40 mM-40 mM y suero
bobino (BSA) a 0'O1 % en una estufa a 37 °C durante 1:30 horas en cámara húmeda.
2.- Baños en tampón fosfato 0.1 M a pH 7.4 durante 30 minutos a temperatura
ambiente.
3.- Incubación con la solución de bloqueo. Suero fetal bobino al 1% y glicina 0.02 M
en tampón fosfato 0.1 M y pH 7.4 durante 10 min. a temperatura ambiente.
4.- Incubación con el primer anticuerpo diluido en la solución bloquante (suero fetal
bobino al 1% y glicina 0.02 M en tampón fosfato 0.1 M y pH 7.4) durante toda la
noche en cámara húmeda a 4°C. Las diluciones de los anticuerpos fueron previamente
detalladas.
5.- Lavados en una solución de tampón fosfato 0.1 M a pH 7.4 que contenía 0.02 M de
glicina durante 30 minutos a temperatura ambiente.
6.- Incubación con el segundo anticuerpo. Inmunoglobulina G contra ratón hecho en
cabra y conjugada con una partícula de oro coloidal de 10 nanómetros (CHEMICON).
Diluido a 1:25 en suero fetal bovino al 1 % y glicina al 0.02 M en tampón fosfato 0.1
M y pH 7.4 durante 1:30 horas.
7.- Lavados en tampón fosfato 0.1 M a pH 7.4 durante 30 minutos a temperatura
ambiente.
8.- Lavados en agua bidestilada durante 10 min.
9.- Contraste con acetato de uranilo de 2% durante 20 min.
10.- Lavados en agua bidestilada durante 3 min.
11.- Contraste con citrato de plomo de Reynolds durante 2 ó 3 min.
12.- Lavados en agua bidestilada durante 10 min.
13.- Secado de las rejillas para su posterior observación.
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Este proceso termina con la observación de las rejillas en el microscopio electrónico
Zeiss modelo 902. Su estudio proporcionará la realización de las microfotografias que se
exponen más adelante en esta tesis.
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RESULTADOS
I.- Observación en el crecimiento, adultos y veiez a microscopía ógtica
1.- Distribución del hierro coloidal
Estadío P1:
En general, están bien marcados los dos núcleos, tanto el supraóptico, como el
paraventricular. El marcaje es muy similar al neuropilo. El marcaje es muy fuerte en todo el
tejido nervioso.
Estadío P7:
El núcleo supraóptico está bien marcado y el núcleo paraventricular lo está también.
Su marcaje no excede al del neuropilo. El núcleo magnocelular preóptico están marcado pero
sin resaltar del resto del neuropilo. Aparece marcaje perivascular en forma de lámina. El
epéndimo es negativo. Se observan unas células positivas. Su citoplasma está cargado de
marcaje en forma vesicular. Su tamaño coincide con células gliales (seguramente astrocitos) y
se sitúan sobre sustancia blanca que se marca con poca fuerza con esta técnica en este estadio.
Asímismo el quiasma óptico es positivo con igual marcaje que el neuropilo.
Estadío P14:
El núcleo supraóptico y núcleo paraventricular se encuentran marcados, pero sin
sobresalir del marcaje general del neuropilo. El núcleo magnocelular preóptico se encuentra
igual que en el estadio P7. Sigue apareciendo el marcaje pericelular vascular. El quiasma
óptico es positivo. Mientras que el epéndimo continúa siendo negativo.
93
Resultados
Estadío P21:
El núcleo supraóptico tiene tinción, pero sin embargo, es menor que en estadios
anteriores. Se conserva fuerte la tinción en la zona de fibras del núcleo. El núcleo
paraventricular tiene un marcaje menor que se sitúa alrededor de las neuronas. El marcaje
detectado en el núcleo magnocelular preóptico no destaca del observado en el resto del
neuropilo, que va siendo menor que en estadios anteriores. El quiasma óptico tiene menor
marcaje que en el neuropilo. El marcaje perivascular se mantiene, así como el epéndimo
negativo.
Estadío Ml:
El núcleo supraóptico (figs. l, a y b) está bien marcado que destaca sobre el neuropilo.
Lo mismo ocurre con el núcleo paraventricular (figs. 2, a y 2). En el núcleo magnocelular
preóptico se observa un leve incremento de marcaje. Se observa buen marcaje en la limitante
interna de forma difusa, es decir, sin formar una lámina definida. También se puede observar
marcaje perivascular. El epéndimo es negativo.
Estadío M3:
En general, disminuye el marcaje en el neuropilo progresivamente desde los primeros
estadios hasta los más avanzados. Sin embargo, el marcaje en los núcleos supraóptico y
paraventricular se mantienen en niveles más bajos que los postnatales. El núcleo
magnocelular preóptico baja un poco el marcaje que se observaba en los primeros días
postnatales, pero en el estadio de un mes denota buen marcaje que destaca del neuropilo. Y
por el contrario se puede observar fuerte marcaje de la limitante interna del tercer ventrículo.
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El quiasma óptico aparece bastante poco teñido. Los vasos sanguíneos conservan marcaje
perivascular.
Estadíos A1 y A2:
Se observa una disminución generalizada de la tinción en el neuropilo, sin embargo
conserva buen nivel de marcaje el núcleo supraóptico y paraventricular. Dichos núcleos tienen
algo menos de marcaje que en el estadío anteriormente estudiado.
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Tabla de resultados de la histoguímica del hierro coloidal
Fe coloidal NSO NPV NMPO__ Epéndimo Lim Epénd QO Neuropilo
Estadío PI ++++ ++++ ++++ ++++ i+F+ ++++
Estadío P7 +++ +++ +++ +++ -1--F+ +++
Estad. P 14 +++ +++ +++ +++ i--F -^+
Estad. P21 ++-} +++ ^ +++ + +
Estadío Ml ++^- ++ ^ +++ +/- +/-
Estadío M3 +-^+ ++ ^ ++ +/- -/+
Estadío AI ++ + + + +/- -/+
Estadío A2 ++ + + + +/- -/+
Leyenda de siglas:
Fe coloidal: Hierro coloidal
NSO: Núcleo supraóptico
NPV: Núcleo paraventricular
NMPO: Núcleo magnocelular
preóptico
Epéndimo: Ependimocitos
Lim Epéndimo: Limitante interna
ependimaria
QO: Quiasma óptico
Neuropilo: Matriz extracelulaz mazcada
donde no hay núcleos
RP: Redes perineuronales clásicas
- Cort Pir: Corteza piriforme
Leyenda de signos:
-/+
+/-
Hierro Coloidal
w^^
^:a,^. ^^
Llmlle del EpóMirm
EPbndino
^^Ealadlo P1 ^E^e.elo P^ ^
Ealadlo Él^adlo P31
Eebdlo M7 N50
Estidlo M7
Eqadlo A1
Desarrollo EeladloA3
Marcaje
mazcaje nulo
sin marcaje salvo en pequeñas
zonas
marcaje positivo en su
mayoría, con zonas negativas
marcaje positivo
marcaje positivo intenso
marcaje positivo fuerte
marcaje positivo muy fuerte
' n NSO
n NPV
q NMPO
' n Epéndimo
I p Límite del
^ Epéndimo
n Quiasma Óptico
n Neuropilo
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Figura 1. Imagen panorámica del núcleo supraóptico. En ella se puede observaz la fuerte reacción alrededor de la superFcie
de las neuronas (N; figura la). También se observa fuerte tinción en la zona de las dendritas en la parte inferior del núcleo lin-
dando con la limitante externa (LE), la cual está intensamente marcada. Otra zona muy teñida es el quiasma óptico (QO) en
el que se insinúan los nodos de Ranvier y las zonas exteriores a la vaina de mielina. Los vasos sanguíneos (V) poseen asímis-
mo buena tinción en la parte periférica del mismo (figura Ib). Estadío Ml. Figura 1: 1.600; figura la: 3.200x; y figura lb:
3.600x.
V
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Figura 2. Panorámica del núcleo paraventriculaz. Los vasos, al igual que en el núcleo supraóptico, tienen buen mazcaje en la zona
de la periferia, constituyendo una lámina de tinción (figura 2a). En esta imagen también se puede apreciar el fuerte marcaje de
matriz extracelulaz en la superficie de las neuronas (N; figura 2b). Se observa fuerte tinción en la matriz extracelular situada entre
los somas neuronales. Estadío M1 Figura 2: 1.800x; figura 2a: 2.OOOx; y figura 2b: 4.200x.
N
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2^ Distribución de la NADPH-diaforasa
La tinción que se observa en el hipotálamo con la histoquímica de la NADPH-
diaforasa se corresponde con el marcaje que se obtiene con anticuerpos contra la enzima
ó^vdo nítrico sintasa (NOS) (figs.l0, 11 y l2). Por lo que se sigue en adelante toda la
serie con la histoquímica.
Estadío Pl:
El núcleo supraóptico aparece débilmente teñido al lado de un quiasma óptico
bastante negativo a la tinción. El núcleo paraventricular está marcado más fuertemerrte.
El núcleo magnocelular preóptico está escasamente marcado. El epéndimo no se tiñe.
Estadío P7:
El núcleo supraóptico (fig. 3) aparece poco marcado, el quiasma óptico sigue
siendo negativo. El núcleo paraventricular (fig. 6) está intensamente marcado. El núcleo
magnocelular preóptico (fig. 8 y 9) comienza a estar algo marcado. El epéndimo es
negativo.
Estadío P14:
EI marcaje posee la característica de ser intracelular completo o incompleto,
menos la zona del núcleo celular que en la mayoría no se marca. El núcleo supraóptico
aparece más teñido sobre todo en su parte dorsal. EI núcleo paraventricular aparece bien
marcado, se observa que se marca más la parte parvocelular que la magnocelular. El
núcleo magnocelular preóptico se encuentra bien marcado. El quiasma óptico sigue
permaneciendo con marcaje negativo. El epéndimo es negativo.
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Estadío P21
La distribución de marcaje es similar al registrado para los adultos. El núcleo
supraóptico (fig. 4) está bien marcado, ahora aunque predomina en su parte dorsal el
marcaje también aparecen neuronas bien marcadas en otras zonas del núcleo. El núcleo
paraventricular tiene una tinción bien definida sobre todo en su parte inferior. El núcleo
magnocelular preóptico está bien marcado. El quiasma óptico es negativo pero aparecen
marcados axones. A lo largo de la tinción de los axones se observan pequeños
incrementos de marcaje que pueden coincidir con los nodos de Ranvier. El epéndimo es
negativo.
Estadío Ml
El núcleo supraóptico (fig. 5) se tiñe bastante, ya en toda su extensión,
encontrando neuronas teñidas en varios tonos, unas muy teñidas y otras muy poco. EI
núcleo paraventricular (fig. 7) se tiñe en varios tonos, al igual que el supraóptico. El
núcleo paraventricular se tiñe bien. En su parte inferior aparecen bien teñidas así como
también en la parte magnocelular destacando algunas neuronas muy bien teñidas. El
núcleo magnocelular preóptico aparece muy bien marcado. El quiasma óptico es
negativo con la aparición de más cantidad de axones marcados, además de los nodos de
Ranvier. El epéndimo es negativo.
Estadío M3
Similar al estadio M1 en su tipo de marcaje, respecto al lugar, distribución e
intensidad.
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Estadíos A1 y A2
En estos estadios se marcan los mismos núcleos que en el estadio M3 pero con
menos intensidad de marcaje. Se tiñen menos los somas neuronales, pero aparecen más
teñidas las prolongaciones que salen de éstos. En general se registra una disminución
marcada de marcaje en ratas viejas.
En general, no e^ste marcaje en el neuropilo. Los núcleos hipotalámicos tienen
un incremento de marcaje desde los primeros estadios hasta los tres meses de vida. A
partir de esta edad, se observa una bajada en la tinción, que se mantendrá constante en el
tiempo. Es interesante destacar la aparición de marcaje en el quiasma óptico a partir del
día 21 postnatal. Y también cabe destacar la tinción negativa para el epéndimo, el límite
del epéndimo.
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Tabla de resultados de la histoguímica de la NADPH-diaforasa
NADPH-diaforasa NSO NPV NMPO Epéndimo Lim Epénd QO Neuropilo
Estadío Pl +/- + +/-
Estadío P^ +/- ++ +/-
Estad. P I 4 + +++ ^ +
Estad. P21 + +++ ++ +
Estadío M 1 ++ +++ +++ +-^
Estadío M3 +++ +++ +++ ++
Estadío A 1 + + + +-^
Estadío A2 + + + ++
Leyenda de siglas:
NADPG-d: NADPH-diaforasa
NSO: Núcleo supraóptico
NPV: Núcleo pazaventriculaz
NMPO: Núcleo magnocelular
preóptico
Epéndimo: Ependimocitos
Lim Epéndimo: Limitante interna
ependimaria
QO: Quiasma óptico
Neuropilo: Matriz extracelulaz marcada
donde no hay núcleos
RP: Redes perineuronales
- Cort Pir: Corteza piriforme
Leyenda de signos:
-/+
+/-
NADPH diaforasa
marcaje nulo
sin marcaje salvo en pequeñas
zonas
marcaje positivo en su
mayoria, con zonas negativas
marcaje positivo
marcaje positivo intenso
mazcaje positivo fuerte
marcaje positivo muy fuerte
n NSO
n NPV
q NMPO
n Epéndimo
^ Límite del
Epéndimo
n Quiasma
Óptico
n Neuropilo
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Figura 3. Panorámica del núcleo supraóptico. Comienza a observarse a estadíos tan tempranos como P71a tinción en las neuro-
nas del núcleo (figura 3a). Estadío. P7. Figura 3: 1.SOOx; y figura 3a: 4.800x.
4
Figura 4. Panorámica del núcleo supraóptico. En este estadío
es patente el incremento de la reacción. Se pueden observar
con claridad la tinción sobre determinadas neuronas con ac-
tividad NADPH diaforasa mucho mayor que las células veci-
nas. Estadío P21. 1.600x.
Figura 5. Panorámica del núcleo supraóptico en elque apare-
cen neuronas mucho más teñidas que en el estadío anterior.
Estadío M1. 1.300x.
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Histoquímica de la NADPH diaforasa
Figura 6. Panorámica del núcleo pazaventriculaz. Las
neuronas de este núcleo a tan temprana edad ya son
capaces de teñirse con esta histoquímica. Y cabe des-
tacaz que las neuronas magnocelulazes son las que
más se tiñen, dejando a las neuronas parvocelulazes
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Figura 7. Panorámica del núcleo paraven-
triculaz. Se observa mayor tinción que en
los estadíos anteriores, tiñéndose con
fuerza algunas neuronasde este núcleo.
Estadío M 1. Figura 6: 750x; y figura 6a:
1.200x.
Figura 8. Panorámica del núcleo mag-
nocelulaz preóptico. Estadío P7. Figura
8: 680x; y figura 8a: 1.OOOx.
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Figura 9. Panorámica del núcleo magnocelular
preóptico, en donde apazecen neuronas muy te-
ñidas con este método revelando su morfología
magnocelulaz. Estadío P7. Figura 9: 1.200x; y
figura 9a: 2.400x.
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menos teñidas.
También hay
que notar que
no todas las
neuronas se
tiñen, y las que
se tiñen no lo
hacen con igual
tono. Estadío P7
Figura 6: 1.OOOx;
y figura 6a:
1.SOOx.
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Inmunodetección de la enzima óxido nítrico sintasa
Figura 10. Panorámica del núcleo su-
praóptico en la que se puede observar,
al igual que ocurría con la histoquími-
ca de la NADPH diaforasa. Además
se observan algunas neuronas teñidas
frente a otras que lo están menos.Es-
tadío M3. Figura 10: 700x; y figura
10a: 1.150x.
NPV
10
l
IIIv
NPV
11
12a
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Figura 11. Panorámica de los dos núcleos
paraventriculazes (NPV) con el tercer ven-
trículo (IIIv). Se puede observaz la inmu-
norreactividad de las neuronas de dicho
núcleo, tiñéndose tanto las neuronas mag-
nocelulazes como las parvocelulares.
También apazece reacción en las células
del epéndimo. Estadío M3. 350x.
Figura 12. Imagen del núcleo magnoce-
lular preóptico en la que se puede obser-
var inmunorreactividad en algunas neuro-
nas de fonma destacada en el núcleo (figu-
ra 12a). Estadío M3. Figura 12: 1.SOOx; y
figura 12a: 3.600x.
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3.- Distribución de la aglutinina de Pisun sativum
Estadío P1:
Estadío muy marcado. No destaca ningún núcleo sobre el marcaje en el
neuropilo. El núcleo supraóptico (fig. 13) es positivo al igual que el núcleo
paraventricular. El núcleo magnocelular preóptico no destaca del marcaje general. El
quiasma óptico es positivo y también el epéndimo.
Estadío P7:
Marcaje similar a P1 disminuyendo algo el marcaje en el neuropilo. Aparece
bien marcada la limitante interna que sigue al epéndimo.
Estadío P14:
Disminución de marcaje en el neuropilo. El núcleo supraóptico tiene igual
intensidad de marcaje que el neuropilo al igual que el núcleo paraventricular (fig.15). El
núcleo magnocelular preóptico no destaca del marcaje general del neuropilo. El quiasma
óptico disminuye más su marcaje incluso que el neuropilo. E^ste un marcaje en forma
de lámina en la zona subependimaria formando una capa continua. También se observa
marcaje perivascular. Se sigue marcando al igual que en el estadio anterior de P7 la
limitante interna subependimaria. El epéndimo sigue siendo positivo.
Estadío P21:
El marcaje es similar al del estadio P14. Aparece un incremento de marcaje
alrededor del tercer ventrículo.
Estadío Ml:
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El marcaje (fig. 14) es similar al del estadio P21, pero con la bajada mayor de
intensidad respecto a los estadios anteriores.
Estadío M3:
El marcaje general disminuye. Sin embargo, aparece mayor marcaje en el núcleo
supraóptico y paraventricular, donde se marcan algunas neuronas y con distinta
intensidad. Asimismo también se pueden observar algunas prolongaciones.
Estadíos A1 y A2:
EI marcaje del neuropilo disminuye. El núcleo supraóptico y núcleo
paraventricular están más marcados y se hace patente un marcaje intracelular. Se sigue
marcando la limitante interna subventricular y bajo el epéndimo. Así como también se
marca la limitante externa, sobre todo en el núcleo supraóptico y sus proximidades. El
quiasma óptico sigue siendo mucho más bajo el marcaje que el neuropilo. Se observa en
su interior células marcadas en superficie, prolongaciones y estructuras que semejan
nodos de Ranvier. El marcaje perivascular también se conserva. El epéndimo conserva
la misma tinción que el neuropilo.
En general, el marcaje en el neuropilo y en el resto de áreas o núcleos decrece en
marcaje. Este decrecimiento se observa limitado en el núcleo supraóptico y núcleo
paraventricular que se mantiene constante a partir de los tres meses. Cabe destacar el
marcaje también constante como los anteriores núcleos del límite del epéndimo.
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Tabla de resultados con la aglutinina de Pisun sativum
PSA NSO NPV NMPO Epéndñno Lim Epénd QO Neuropilo
Estadio PI +++ +-}-^ +++ i-++ i-^+ i-F^^ i-^^
F,^tadío P7 ++ ++ ++ ++ +-F ^--F i-f-
Ested. P14 + + + + + + +
Estad P2l + + + + + + +
Esladío M 1 + + + + + + +
Es^dío M3 + + +/- +/- + +/- +/-
EsO^ío A I + -} _/+
-/+ + -/+ -/+
F-stadio A2 + + -/+ -/+ + -/+ -/+
Leyeoda de sig^as:
-
PSA: Aglutinina de Pisvn sativuM
NSO: Núcleo supraóptico
NPV: Núcleo paraventricular
Leyenda de signos:
NMPO: Núcleo magnocelular _/+
preóptico
Epéndimo: Ependimocitos +/-
Lim Epéndimo: Limitante interna
ependimaria +
QO: Quiasma óptico ^
Newopilo: Matriz extracelular marcada ^-H+
donde ^ hay núcleos i-^-+-
RP: Redes perineuronales
Aglutinina de Pisun sativum
marcaje nulo
sin marcaje salvo en pequeñas
mnas
marcaje positivo en su
mayoría, con wnas negativas
marcaje positivo
marcaje positivo irnenso
marcaje positivo fuerte
marcaje positivo muy fuerte
n NSO
^ NPV
^ NMPO
n Epéndimo
N«.opio
o^ ^
n, ' u^. er
Esan:^vn7 ^ Epg^^q
Desam^llo
Eal
^MiPOE^h
PPV
NSO
A1
ĉaY6oA2
Marcaje
O Límite del
Epéndimo
n Quiasma
Óptico
n Neuropilo
iQI
Histoquímica de la aglutinina de Pisun sativum
Figura 13. Vista del núcleo
supraóptico. Se observa la
fuerte reacción que se da en
los primeros estadíos.
Estadío P1. Figura 13: 1.200x;
y figura 13a: 2.400x.
13a
13a
14
Figura 14. Panorámica del núcleo supra-
óptico en el que se observa la fuerte reac-
tividad de todo el núcleo que contrapunta
con el escaso mazcaje del quiasma óptico
(QO). Estadío M1. Figura 14: 660x; y fi-
gura 14a: 4.200x.
14a
Figura 15. Panorámica del núcleo pazaventricular. Se observa gran cantidad de mazcaje que se puede detectaz con esta
histoquímica. Las neuronas están totalmente rodeadas de marcaje, si bien se aprecia que en algunas zonas está más pa-
tente el marcaje que en otras. Estadío P14. Figura 15: 800x; y figura 15a: 2.OOOx..
15a
15
13
14a
15a
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4.- Distribución de la aglutinina de la ^steria floribunda
Estadío P1:
El marcaje generalizado caracteriza este estadio destacando únicamente con un
marcaje mayor al neuropilo destaca el marcaje negativo del núcleo supraóptico y del
núcleo paraventricular frente al intenso que se observa en el neuropilo.
Estadío P7:
El fuerte marcaje del neuropilo comienza a descender, pero sigue destacando en
algunas áreas. El marcaje en los núcleos magnocelulares sigue igual que en el estadio
P1.
Estadío P14:
Se mantienen los marcajes descritos anteriormente. La más interna muestra las
primeras redes perineuronales todavía algo difusas en corteza cerebral.
Estadío P21:
En corteza cerebral, tomada como control positivo, aparecen las típicas redes
perineuronales. Se puede observar marcaje en la zona superior e inferior del núcleo
paraventricular (fig. 16). Sin embargo, no es positiva la matriz e^ctracelular en el interior
del núcleo, entre las células. Aparecen por primera vez redes perineuronales en el
núcleo magnocelular preóptico con un marcaje débil (figs.l7 y 18). En este estadio
aparece de forma muy marcada y destaca con gran evidencia el núcleo reticular
talámico (fig. 23), que mantendrá un marcaje muy fuerte desde este momento y durante
toda la vida del animal.
109
Resultados
Estadío Ml:
En corteza las redes perineuronales están mejor definidas a la vez que baja el
marcaje de la matriz extracelular. Existe igual marcaje en el resto de zonas que P21 pero
con mayor intensidad. Tanto en el núcleo supraóptico (fig. 24) como en el núcleo
paraventricular (fig. 25) aparece bien definido un marcaje de redes perineuronales de
tipo difuso, con algunas zonas en la superficie de los somas neuronales con acúmulos de
matriz extracelular dando mayor inmunorreactividad. Pero el marcaje no aparece
directamente sobre la superficie de la neurona formando una lámina, sino más bien tiene
un aspecto granuloso. También se puede observar un pequeño incremento de marcaje en
la parte interna y basal del tercer ventrículo (fig. 25, IIIv) al lado del núcleo
paraventricular.
Estadío M3:
Las redes perineuronales están muy bien definidas en el núcleo magnocelular
preóptico y persiste el marcaje de matriz extracelular (figs. 19 y 27) que se detectaba en
estadios anteriores. El marcaje alrededor del núcleo paraventricular se mantiene. El
núcleo supraóptico es negativo, no apareciendo ningún marcaje.
Estadío A1:
Como comparación con el control positivo, en corteza las redes perineuronales
están más marcadas. Disminuye el marcaje del neuropilo de matriz extracelular
hipotalámica y se conserva el de las redes perineuronales en las zonas donde aparecen
dando una sensación falsa de incremento de marcaje. En el núcleo magnocelular
preóptico se observa un marcaje muy definido de redes perineuronales de tipo clásico
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(fig.21). También se puede apreciar un marcaje de tipo puntual en el vecino quiasma
óptico (fig. 22), donde se puede observar acúmulos de marcaje de matriz extracelular
que coinciden con los nodos de Ranvier.
Estadfo A2:
EI marcaje que aparece es igual que en el estadío Al, pero más acusada la
definición del marcaje. Prueba de ello es el marcaje tan fino y definido que aparece en
el núcleo magnocelular preóptico (fig. 26), con redes perineuronales de tipo clásico. Se
acumula el marcaje en la superficie de la célula sin formar una lámina propiamente
dicha pues tiene pequeñas discontinuidades en el marcaje y zonas de mayor incremento
(figs. 26 a y b). Se observa una pérdida de marcaje en los núcleos con respecto a
estadíos iniciales. Ello se detecta tanto en estructuras corno redes perineuronales de tipo
clásico como en las de tipo difuso.
En general, el marcaje en todas las áreas disminuye con la vida del animal.
Solamente en determinadas zonas la tinción se mantiene en intensidad y va cambiando
de forma. Se define el marcaje hasta tomar el aspecto de redes perineuronales en forma
de red de tipo clásico, tal y como ocurre en el núcleo magnocelular preóptico. Llama la
atención la inmunorreactividad totalmente negativa del núcleo supraóptico y
paraventricular, a lo largo de la vida del animal. Tarnbién existen otras áreas que
permancen totalmente negativas como el epéndimo y el límite ependimario. Hay que
destacar que el quiasma óptico que en principio es negativo, después alrededor de los 21
días es ligeramente positivo marcándose los nodos de Ranvier, en lo sucesivo de manera
constante.
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Tabla de resultados con la aglutinina de la Wisteria floribunda
WFA NSO NPV NMPO Epéndimo Lim Epénd QO Neuropilo
Estadío P1 _ _ -^++ +++
Estadío P7 _ _ ++ i--F
Estad. P l4 _ _ ^- +
Estad. P21 + RPc -/+ +/-
Estadío M 1 + RP^ -/+ -/+
Estadío M3 + Rp^ -/+ -/+
Estadío A 1 + RPc -/+ -
Estadfo A2 + RPc -/+ -
Leyenda de siglas:
WFA: Aglutinina de la Wisteria
1loribunda
NSO: Núcleo supraóptico
NPV: Núcleo pazaventriculaz
NMPO: Núcleo magnocelulaz
preóptico
NRT: Núcleo reticulaz talámico
Epéndimo: Ependimocitos
Lim Epéndimo: Limitante interna
ependimaria
QO: Quiasma óptico
Neuropilo: Matriz extracelulaz marcada
donde no hay núcleos
- Cort Pir: Corteza Piriforme
- RP^: Redes perineuronales clásicas en
forma de red
Leyenda de signos:
+/-
Gráfico de la aglutinina de Wisteria floribunda
2.5
Neuropilo
nuiasma óptico
Llmite del EpAndimo
-/+
marcaje nulo
sin marcaje salvo en pequeñas
zonas
mazcaje positivo en su
mayoría, con zonas negativas
mazcaje positivo
mazcaje positivo intenso
mazcaje positivo fuerte
marcaje positivo muy fuerte
n NSO
n NPV
q NMPO
n Epéndimo
0 Límite del
Epéndimo
n Quiasma Óptico
n Neuropilo
EpAndimo
C NMPO
NPV Marcaje
tt2
••
•
•
Histoquímica de la aglutinina de la Wisteria floribunda
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gura 16. Panoramica de ambos núcleos pazaventriculares (NPV). Se observa 17
erte mazcaje en el límite inferior de dichos núcleos. También se observa reac-
idad en la zona superior del mismo. Así como en la zona lateral que es la lle-
^da del núcleoreticular talámico. El núcleo pazaventriculaz es negativo. Estadío
^ 1. 180x.
^
17a
^gura 17. Detalle del núcleo magnocelular preóptico. La neurona, fuertemente teñida, presenta redes perineuronales de tipo clásico, así
mo polarización en su mazcaje. Estadío P21. Figura 17: 1.600x; y figural7a: 4.400x.
^gura 18. Panorámica del núcleo magnocelular preóptico con tres detalles de neuronas con redes perineuronales de tipo clásico.
^tadío P21. Figura 18: 1.800x; figura 18a: 5.400x; figura 18b: 3.600x; y figura 18c: 3.900x.
` `^
A
18c
,
18b
18b
ti
18c
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A
19
Figura 19. Detalle de neurona del núcleo magno-
celular preóptico. Se puede observaz la mazcada
polaridad del marcaje, así como un aumento del
marcaje en el segmento proximal del axón (A).
Estadío M3. 2.OOOx.
2U
Figura 20. Panorámica del núcleo
supraóptico. Se observa la falta de
tinción en dicho núcleo, pero con
fuerte mazcaje en corteza piriforme
adyacente. Estadío A1. 4.OOOx.
Figura 21. Detalle de dos neuronas
del núcleo magnocelular preóptico
que poseen el marcaje típico de las
redes perineuronales de tipo clásico.
Estadío A 1. 4.OOOx.
^s^ - s ,, ;^a
^.
^-^ ^ ^
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22a
22b
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22b
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Figura 22. Detalle del mazcaje obte-
nido en el quiasma óptico. Se puede
observar marcaje entre las fibras y
acúmulos de mazcaje en los nodos de
Ranvier (detalles). Estadío A 1. Figu-
ra 22: 930x; figura 22a: 4.650x; y fi-
gura 22b: 6.SOOx.
Figura 23. Panorámica del fuerte mar-
caje obtenido en el núcleo reticular ta-
lámico. Estadío P21 100x..
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5.- Distribución y localización del proteoglucano condroitín 0-sulfato
Estadío P1:
Se observa un fuerte marcaje de matriz extracelular en el neuropilo
hipotalámico. El núcleo supraóptico está marcado y se rodea en su zona dorsal y lateral
de menor marcaje, delimitando el núcleo. En el núcleo paraventricular (fig.28), bien
marcado, aparece un halo de fuerte marcaje que delimita el núcleo (fig. 28b) lo mismo
que con el núcleo reticular talámico (fig. 28a), en la parte magnocelular disminuye el
marcaje de las células. En núcleo magnocelular preóptico no se distingue, es decir, no se
diferencia del marcaje del neuropilo. El epéndimo es negativo. Por último el quiasma
óptico es negativo.
Estadío P7:
El núcleo supraóptico sigue marcado, desaparece la delimitación del núcleo por
menor marcaje, ya no se delimita. El núcleo paraventricular está marcado, el aumento
de marcaje que experimentaba en P1 en su límite decrece en intensidad hasta el punto
de que pierde la característica limitante. El núcleo magnocelular preóptico, no se
distingue su marcaje que se confunde con el del neuropilo. El epéndimo sigue siendo
negativo, aunque comienza a detectarse un marcaje difuso en la zona de la limitante
interna.
Estadío P14:
Se observa un descenso generalizado de marcaje en la matriz extracelular del
hipotálamo. El núcleo supraóptico es positivo. El marcaje se mantiene. El núcleo está
más marcado que el neuropilo que lo rodea. El núcleo paraventricular es positivo. Está
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más marcado que el resto del neuropilo que lo rodea. Desaparece el marcaje limítrofe
del núcleo. En el núcleo magnocelular preóptico no se distingue marcaje. El quiasma
óptico (fig.30) tiene una fuerte bajada de marcaje diferenciándose los nodos de Ranvier
(fig. 30a). Aparece como nuevo el marcaje de la base del epéndimo, quedando estas
células negativas para el marcaje.
Estadío P21:
Sigue descendiendo el marcaje en toda la matriz extracelular del hipotálamo. El
núcleo supraóptico es positivo. El marcaje permanece igual que en P14. El núcleo
paraventricular es positivo y se mantiene como en el estadio P 14. El núcleo
magnocelular preóptico aparece marcando por primera vez con un marcaje de alta
intensidad en la superficie de algunas neuronas del núcleo, constituyendo unas redes
perineuronales difusas. El quiasma óptico en la zona central posee marcaje positivo en
los nodos de Ranvier, pero en los extremos cercanos al núcleo supraóptico es negativo.
El ependimocito es negativo, notando un incremento de marcaje en la limitante interna.
Estadío M1:
Aumenta el descenso de marcaje de la matriz extracelular del hipotálamo. El
núcleo supraóptico es positivo al igual que en el núcleo paraventricular. El marcaje,
menos difuso, aparece en los dos núcleos menos difuso entre prolongaciones más
definidas por el marcaje. El núcleo magnocelular preóptico aparece bien marcado
definiéndose las redes perineuronales en el soma neuronal, pero no aparece en las
prolongaciones de las neuronas. En algunas zonas sobre todo más mediales se puede
observar en el quiasma óptico marcaje. La zona que aparece marcada en el quiasma
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óptico corresponde a los nodos de Ranvier. El epéndimo sigue negativo y permanece la
limitante teñida.
Estadío M3:
La bajada de marcaje en el neuropilo del hipotálamo hace que éste sea
prácticamente nulo. El núcleo supraóptico destaca en su marcaje sobre el neuropilo que
tiene continuidad con la capa molecular de la corteza piriforme. Continúa existiendo
una banda de mayor marcaje en la zona limitante externa del núcleo supraóptico. El
núcleo paraventricular aparece débilmente marcado en su conjunto. Aunque destaca
sobre el neurpilo que lo rodea. Dentro del núcleo paraventricular la zona más marcada
la constituye el área de las neuronas magnocelulares. El núcleo magnocelular preóptico,
además, presenta redes perineuronales bien delimitadas que se extienden por las
prolongaciones, no sólo en el soma, como en el estadio M1. Presentándose las redes con
toda nitidez. El quiasma óptico se presenta negativo en los extremos y positivo en la
parte medial. También se observa fuerte reactividad del núcleo reticular talámico (fig.
29) a este marcaje.
Estadío A1:
EI núcleo supraóptico es positivo con iguales características que en el estadio
M3. El núcleo paraventricular es igual que para M3, pero destacando el mayor marcaje
en las neuronas magnocelulares. En el núcleo magnocelular, las redes perineuronales
están muy marcadas y perfectamente definidas, no sólo en el soma, sino también en las
prolongaciones. El quiasma óptico igual que en M3. El epéndimo sigue siendo negativo
en sus células y positivo en la limitante.
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Estadío A2:
Tanto el núcleo supraóptico como paraventricular como magnocelular preóptico,
son similares al visto en el estadio Al. Y el quiasma óptico y epéndimo permanecen
igual que en el estadio Al.
En general, el marcaje detectado en el neuropilo decrece con el avance de la
edad del animal. Sin embargo en el núcleo supraóptico y paraventricular el marcaje se
mantiene constante desde el estadio P7. El fuerte marcaje detectado en el núcleo
magnocelular preóptico decrece con el tiempo hasta llegar a P21 donde empieza a
definirse el marcaje difuso apareciendo con el tiempo redes perineuronales de tipo
clásico en forma de red, que se mantendrán durante toda la vida del animal. Llama la
atención el marcaje de los nodos de Ranvier que aparece en el quiasma óptico de
manera constante a partir del día P21. Destaca el marcaje negativo de los ependimocitos
pero también el positivo del límite ependimario a partir del día P14.
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Tabla de resultados con anticuerpos contra condroitín 0-sulfato proteo^lucano
COSPG NSO NPV NMPO E éndimo Lvn Epénd QO Neuropilo
Estadío P 1 ++ ++ ++++ ++ ++++
Estadfo P7 + + +++ ++ +++
Estad. P I 4 + + ++ - + + ++
Estad. P21 + + + Rp^ - + +/- ++
Estadío MI + + + Rp^ - + -/+ +
Estadío M3 + + + Rp^ - + -/+ -
Estadío A 1 + + + RP^ - + -/+ -
Estadio A2 + + + Rp^ - + -/+ -
Leyenda de siglas:
COSPG: Condroitín 0-sulfato
proteoglucano
NSO: Núcleo supraóptico
NPV: Núcleo pazaventriculaz
NMPO: Núcleo magnocelulaz
preóptico
Epéndimo: Ependimocitos
Lim Epéndimo: Limitante intema
ependimaria
QO: Quiasma óptico
Neuropilo: Matriz extracelulaz marcada
donde no hay núcleos
- RP^: Redes perineuronales clásicas,
con aspecto de red
Leyenda de signos:
-/+
+/-
marcaje nulo
sin marcaje salvo en pequeñas
zonas
marcaje positivo en su
mayoría, con zonas negativas
marcaje positivo
marcaje positivo intenso
marcaje positivo fuerte
marcaje positivo muy fuerte
Gráfico del proteoglucano condroitín 0-sulfato
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Epéndimo
n Quiasma
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Inmunodetección de condroitín 0-sulfato proteoglucano
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Figura 24. Panorámica y detalle del núcleo supraóptico,
donde se puede ver marcaje alrededor de las neuronas
(N) concentrándose éste en determinadas zonas. Es-
tadío M1. Figura 24: 1.200x; y figura 24a: 3.600x.
25a
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Figura 25. Panorámica y detalle del núcleo paraventricu^
lar. Las neuronas tienen mazcaje en su alrededor concen--
trándose en distintas partes dando fuerte reacción. Tam-
bién cabe destacaz el incremento demarcaje en las proxi-^
midades del tercer ventrículo (IIIv). Estadío A2. Figura '
25: 520x; y figura 25a: 2.600x. +
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Figura 26. Detalle de neuronas
del núcleo magnocelular preóp-
tico. Se puede observaz el fino
recubrimiento de mazcaje des-
crito como redes perineurona-
les de tipo clásico. Estadío M3.
Figura 26: 2.560x; figura 26a:
5.200x; y figura 26b: 5.390x.
Figura 27. Detalle de neuro-
nas del núcleo magnocelular
preóptico. Estadío M3. Figu-
ra 27: 1.400x; y figura 27a:
3.370x.
26b
26b
a
2^
Inmunodetección de condroitín 0-sulfato proteoglucano
^ ^ ^ ^ ra ^!'^ s,^ ^^^-a.. ^
ĵ,,i^ ^^^
-
'
NRT ^^ ^
28a
NRT
'^ •.. ^_^^^' . .
•
28
i^
. > . .® ^.*; v
•
_y `^ ^^,^yp ' ^ ^,^Y i ^^^; '
, t
`s^►i ♦ .. K.. ^ ',
ĵ^
z ^^ j^ a^iiR^ . ; - ^ ^ ^ ^t' ^^r  +x ;^^ L
' '_I^ ^`, ñ ^y^ ^, . ^
. ^: .J'.t•j^"
^^^: ^ f 5.^.^! t .i^', rJ ' ^^
a
` Y:vd ►^ ^^- .'^^^l^ `^ j ,
`^ •.-i"^ ` _, • -..; i ^; ^ ^^ ^ +. ^' ^. a y^,•% +
a:" ^...u`^ ^,-. ^.^^s ; ` ,3_, ^^1 ^
NRT
28b
Figura 28. Panorámica del núcleo
paraventricular (NPV) y núcleo re-
ticular talámico (NRT). En dicha
imagen se puede observaz la gran
reactividad a este estadío tan tem-
prano. También se observa un in-
cremento de mazcaje que se locali-
za en los límites de los núcleos an-
teriores (Figuras 28a y 28b). Esta-
dío P1. Figura 28: 350x; figura 28a:
800x; y figura 28b: 940x.
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Figura 29. Panorámica del núcleo
reticulaz talámico (NRT). Se obser-
va la fuerte reactividad en dicho
núcleo desde la zona dorsal del tá-
lamo hasta la zona dorsal del nú-
cleo pazaventricular (NPV). III
ventrículo (IIIv). Estadío MS lac-
tancia. Figura 29: 90x; y figura
29a: 300x.
Figura 30. Panorámica del quiasma
óptico (QO). Se observa bajada de
reactividad respecto al resto del te-
jido nervioso. Tiene un carácter fi-
brilaz el mazcaje que se lo da al te-
ñirse la superficie de las vainas de
mielina apazeciendo una fina lámi-
na. Pero donde se acumula el maz-
caje es en los nodos de Ranvier
(NR) (figura 30a). Estadío P14. Fi-
gura 30: 1.400x; y figura 30a:
2.700x.
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Resultados
Se realizaron estudios de microscopía electrónica en los tres tipos de
proteoglucanos condroitín sulfato como inicio de un estudio posterior que abarcará la
detección de los demás componentes de la matriz extracelular hipotalámica.
Inmunolocalización y detección del proteoglucano condroitín 0 sulfato a
microscopía electrónica
En el soma de los astrocitos se observa marcaje en el aparato de Golgi, en el
retículo endoplásmico rugoso y también en polisomas. Existe marcaje en vesículas y
gliofilamentos de prolongaciones astrocitarias.
En el soma neuronal podemos ver marcaje en el retículo endoplásmico rugoso en
el aparato de Golgi y en vesículas. La cantidad de puntos encontrados es mayor que en
los astrocitos. Las dendritas tienen gran cantidad de marcaje, que se distribuye en su
interior de forma no aleatoria concentrándose en distintas zonas. No todás las dendritas
están igual de marcadas, unas tienen mucho más marcaje que otras. Los axones están
intensamente marcados. Aparecen gran cantidad de puntos en las vesículas de secreción.
Se observan en el interior de las vesículas.
De esta forma el marcaje en el interior de las células se concentra en las
neuronas, y dentro de ellas en muchas dendritas con gran cantidad de puntos, y sobre
todo, en las vesículas de sección que aparecen en los axones.
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• Resultados
•
•
• En la matriz extracelular aparecen grandes "parches" de marcaje rodeando
•
• dendritas de manera localizada, es decir, aparecen sólo en determinadas zonas de la
•
• dendrita. Aparece un marcaje polarizado, que parece tener que ver con prolongaciones
•
• astrocitarias. También aparece este tipo de marcaje en determinadas zonas de los
•
• axones, que también parece tener relación con prolongaciones astrocitarias.
•
•
•
• Además se observa la aparición de mayor intensidad de marcaje en las
•
• estructuras que rodean los vasos sanguíneos. De esta forma se observa un aumento de
•
• marcaje de matriz extracelular. El marcaje de matriz extracelular que se observa con
•
• este anticuerpo no parece estar asociado a ninguna membrana plasmática, ni del
•
^ astrocito, ni de la neurona.
•
•
•
•
•
•
•
•
r
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•
•
•
•
•
•
•
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•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
^ 123
•
^
Resultados
Figura 1: En la imagen se puede observar gran cantidad de prolongaciones y en el
centro un casquete de soma neuronal. Se aprecia marcaje de forma discontinua
concentrándose en zonas puntuales. Se relaciona con la superficie de dendritas (fig. la)
y también con prolongaciones astrocitarias y matriz extracelular (fig. lb, lbl, lc y lcl).
Figura 1: 6.400x; figura 1 a: 14.700x; figura 1 b: 8. l 00x; figura 1 b 1: 16.200x; figura 1 c:
25.OOOx; y figura lcl: 34.SOOx.
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Figura 2: Panorámica de una neurona magnocelular del núcleo supraóptico. Se puede
observar marcaje en la superficie de la neurona (fig. 2a y 21a) concentrándose en
lugares puntulaes. Aparece marcaje también en la superficie de dendritas (fig. 2d) y en
matriz extracelular (fig. 2b). Asímismo, se aprecia marcaje en el citoplasma de la
neurona, correspondiéndose con el retículo endoplásmico rugoso (fig. 2c). Figura 2:
7.OOOx; figura 2a: 8.200x; figwa 2al : 24.600x; figwa 2b: 21.000x; figura 2c: 25.800x; y
figura 2d: 6.OOOx.
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•
Figura 3: Panorámica de la superficie de un vaso sanguíneo donde se puede observar el ^
•
marcaje en "parche" entre prolongaciones de astrocitos (fig. 3a). Figura 3: 2.700x ; y •
•
figura 3a: 14.900x. •
•
•
•
Figura 4: Panorámica de una sección transversal de un axón cargado de vesículas de r
•
secreción (fig. 4a), donde se aprecia marcaje en algunas de estas vesículas, no en todas. r
•
Se acumula el marcaje en la superFcie de las vesículas de secreción marcadas (fig. 4a1 r
•
y fig. 4a2). Figura 4: 7.800x; figura 4a: 20.OOOx; figura 4a1: 42.SOOx; y figura 4a2: ^
•
28. SOOx. r
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Figura 5: Panorámica del soma de una neurona que la recubre una prolongación
astrocitaria. Se observa marcaje en vesículas del citoplasma neuronal así como en su
superficie, en la superficie de la prolongación astrocitaria y entre medias de las dos, en
la matriz extracelular. Figura 5: 38.600; y figura Sa: 61.800x.
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6: Distribución y localización del proteoglucano condroitín 4-sulfato
Estadío P1:
El núcleo supraóptico (figs. 31 y 32) es positivo al marcaje, con igual intensidad
que el newopilo, con lo que no destaca del resto. Lo mismo pasa con el núcleo
paraventricular. EI núcleo magnocelular preóptico no se distingue del resto del
newopilo al estar igualmente marcado. El quiasma óptico es positivo y el epéndimo es
negativo. El marcaje en el newopilo es muy abundante.
Estadío P7:
EI núcleo supraóptico (fig. 33) es positivo con el mismo tono que el neuropilo.
El núcleo paraventricular tiene un ligero menor tono de marcaje respecto al neuropilo
aunque también es positivo. El núcleo magnocelular preóptico no se distingue
confundiéndose con el resto del neuropilo. El quiasma óptico es positivo. El epéndimo
es negativo, incrementándose el marcaje en la membrana limitante interna,
inmediatamente debajo de los ependimocitos.
Estadío P14:
El núcleo supraóptico es positivo marcado homogéneamente en todo él, salvo en
la zona más ventral, donde no existen células que es ligeramente más teñido. El núcleo
paraventricular posee un tono rnenor de marcaje con relación al neuropilo. El núcleo
magnocelular preóptico se confunde con el resto de marcaje del neuropilo. El epéndimo
continúa siendo negativo con incremento de marcaje en la zona de la membrana
limitante interna. El quiasma óptico (fig. 37) sigue siendo positivo pero ligeramente
menor que el neuropilo. Se observa marcaje que rodea los nodos de Ranvier y la vaina
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de mielina (fig. 37a). Aparece marcaje en la membrana limitante interna
subependimaria. Existe marcaje perivascular.
Estadío P21
Hay un descenso general de marcaje en el neuropilo. El núcleo supraóptico
aparece bien marcado positivamente con igual tono que el neuropilo. De la misma
manera se observa el núcleo paraventricular. El núcleo magnocelular preóptico continúa
estando marcado con igual tono que el neuropilo. El epéndimo sigue siendo negativo, y
aumenta el marcaje en la membrana limitante interna. El quiasma óptico baja su marcaje
notablemente quedando marcaje puntual que se asocia con los nodos de Ranvier.
Aparece marcaje en la limitante externa. Alrededor del ventrículo se observa marcaje,
siendo más intenso cuanto más cerca de los ependimocitos. Se mantiene un marcaje
perivascular.
Estadío M1
El marcaje del neuropilo desciende. El núcleo supraóptico es positivo, más
marcado que el neuropilo, estando más marcado en su parte dorsal y ventral. La zona
periventricular está marcada, siendo más marcada la parte interior que va descendiendo
hacia el neuropilo. El núcleo paraventricular (fig. 35) se encuentra marcado, en su parte
más medial más que la distal al coincidir con el incremento de marcaje de la zona
periventricular. Además, se observa mayor marcaje de forma puntiforme en las
neuronas magnocelulares del núcleo. El núcleo magnocelular preóptico es positivo pero
no destaca del marcaje general del neuropilo. El epéndimo sigue siendo negativo y el
quiasma óptico en general aparece negativo y sólo es positivo puntualmente en nodos de
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Ranvier. Aparece también un marcaje perivascular difuso. Sigue observándose la
membrana limitante e^erna teñida.
Estadío M3
El marcaje es similar al que se da en estadio M1, pero con mayor bajada de
marcaje del neuropilo. En el núcleo paraventricular (fig. 36) se puede observar cómo el
marcaje no aparece continuo en toda la superficie celular sino que se concentra en
determinadas zonas de la superficie de la célula.
Estadío A1 y A2
El marcaje es igual que en M3. Los lugares donde aparece son los mismos, sin
embargo, varía el tipo de marcaje. En M3 está más difuso, pero según observamos los
estadios A1 y AZ este marcaje se hace mucho más definido. En el núcleo supraóptico
(fig. 34), como en el resto estudiado, se aprecia un marcado descenso de marcaje. En el
quiasma óptico (fig. 38) se hace mucho más definido el marcaje de los nodos de
Ranvier dando un aspecto de marcaje puntiforme y con pequeños parches (figs. 38a y
38b).
En general, el marcaje del neuropilo disminuye con el paso del tiempo en las
ratas. Sin embargo, los núcleos supraóptico y paraventricular mantienen parte de
marcaje a la vez que disminuye el del neuropilo. El epéndimo es negativo en todos los
estadios mientras que el límite del epéndimo con el tiempo gana marcaje. Cabe destacar
que en corteza piriforme aparece marcaje en la capa molecular formando una banda.
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Tabla de resultados con anticuerpos contra condroitín 4-sulfato proteo^lucano
C4SPG NSO NPV NMPO E éndimo Lim Epénd O Neuro ilo
Estadío PI ^-++ ++ ++ - ++ +++
Estadío P7 ++ + + + ++ ++
Estad. P I 4 ++ + + + + ++
Estad. P21 ++ + + - ++ +/- +
Estadío M 1 + + -/+ - ++ -/+ +/-
Estadío M3 + + -/+ - ++ -/+ -/+
Estadío A 1 + + -/+ - ++ -/+ -/+
Estadío A2 + + -/+ - ++ -/+ -/+
Leyenda de siglas:
C4SPG: Condroitín 4-sulfato
proteoglucano
NSO: Núcleo supraóptico
NPV: Núcleo pazaventricular
NMPO: Núcleo magnocelular
preóptico
Epéndimo: Ependimocitos
Lim Epéndimo: Limitante interna
ependimaria
QO: Quiasma óptico
Neuropilo: Matriz extracelulaz mazcada
donde no hay núcleos
Leyenda de signos:
- marcaje nulo
-/+ sin mazcaje salvo en pequeñas
zonas
+/- mazcaje positivo en su
mayoría, con zonas negativas
mazcaje positivo
mazcaje positivo intenso
mazcaje positivo fuerte
mazcaje positivo muy fuerte
Gráfico del proteoglucano condroitín 4-sulfato
n NSO
q NPV
q NMPO
n Epéndimo
q Límite del
Epéndimo
n Quiasma
Óptico
n Neuropilo
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Figura 31. Detalle del núcleo supraópti-
co donde se puede observar la reacción
que aparece entre las fibras que rodean
a las neuronas (N). También es de des-
tacar la no homogénea reacción alrede-
dor. Estadío. P 1. Figura 31: 2.OOOx; figu-
ra 31 a: 3.400x.
32a
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Figura 32.
Panorámica
del núcleo
supraóptico.
El marcaje es
muy amplio
y se distribu-
ye más o
menos homogéneo por todo el
hipotálamo. Estadío. P1. Figu-
ra 32: 1.120x; y figura 32a:
3.OOOx.
Figura 33. Panorámica del nú-
cleo supraóptico. Donde se pue-
de observar la marcada polari-
dad en el marcaje (figura 33a).
También se observa fuertemen-
te marcadas otras células como
^' =
r á
^^ ^^^
•
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los astrocitos (A) (figura 33b). Un astrocito que forma parte de la b^
rrera limitante externa y también de la zona de dendritas este núcle^
Estadío P7. Figura 33: 1.450x; figura 33a: 3.900x; y figura 33b: ^
5.800x.
fN
^+
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Figura 34. Detalle del núcleo^
supraóptico. El marcaje en
este estadío tan avanzado ha ^
perdido fuerza en la reacción ^
y pasa de estar muy distribui-.
do a concentrarse en determi-
nadas neuronas (figura 34a). ^
El marcaje sobre las neuronas^
(N) se concentra en la superfi^
cie y tiene aspecto de lámina
que recubre la célula. Estadío^
A2. Figura 34: 1.SOOx; y figu^
ra 34a: 3.SOOx. ^
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Figura 38. Detalle del
quiasma óptico donde se
puede observaz acumula-
ción de condroitín 4-sulfa-
to de forma puntual en el
nodo de Ranvier. Asímis-
mo se observa reacción
mucho más tenue en la pe-
riferia de las fibras. Esta-
dío A1. Figura 38: 1.750x;
figura 38a: 3.OOOx; y figu-
ra 38b: 3.850x.
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Figura 35. Panorámica del núcleo paraventri-
culaz en el que se puede observaz marcaje alre-
dedor de las neuronas. El mazcaje parece con-
centrarse en determinadas zonas (figura 35a).
Estadío M1. Figura 35: 2.300x; y figura 35a:
4.700x.
Figura 36. Detalle del núcleo paraventriculaz
donde apazece mazcaje alrededor de neuronas.
Se sigue acumulando mazcaje en zonas pun-
tuales entre las células. Sin embazgo, apazece
menos cantidad de marcaje que en el estadío
anterior. Estadío M3. 1.400x.
Figura 37. Vista panorámica del quiasma ópti-
co donde se observa la gran reacción que se ob-
serva en este temprano estadío acumulándose
gran cantidad de marcaje en nodos de Ranvier
entre las vainas de mielina. Pero en general, el
mazcaje es menor que en el tejido que lo rodea.
Estadío P14. Figura 37: 1.200x; y figura 37a:
3.200x.
^ 38b
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Inmunolocalización y detección a microscopía electrónica del proteoglucano
condroitín 4 sulfato
Aparecen marcados el pericarion de los astrocitos. Se observan muchos puntos
en su citoplama, concentrándose en el retíclulo endoplásmico rugoso, en aparato de
Golgi, en vesículas y también algunos pocos en gliofilamentos. Pero donde existe
mayor cantidad de marcaje es en la superficie externa de la membrana plasmática, no
sólo en el pericarion, sino también, y de forma mucho más abundante en sus
prolongaciones. La mayor cantidad de marcaje detectada se sitúa alrededor de las
dendritas y las sinapsis, en la superficie de las prolongaciones astrocitarias.
Las neuronas también aparecen marcadas, pero mucho menos que los astrocitos.
El aparato de Golgi, retículo endoplásmico rugoso y vesículas concentran los puntos.
No suelen aparecer puntos asociados a la membrana plasmática neuronal ni en el soma,
ni en dendritas. En el interior de las dendritas es dificil encontrar algún marcaje.
También aparecen puntos menos numerosos no ligados a las membranas
plasmáticas de las prolongaciones de esta glía. A mayor detalle se observa
interaccionando con agregados de tipo proteico.
No aparece marcaje de forma localizada como "parches", es más, suele ser muy
concreto y en determinadas zonas. Y dentro de estas zonas, pueden encontrarse ciertas
áreas con más marcaje que otras. Poniendo de manifiesto la existencia de polarización.
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Figura 6: Panorámica de la zona de fibras del núcleo supraóptico donde se puede •
•
observar marcaje alrededor de las dendritas (fig. 6b) de fortna continua, en la matriz •
•
extracelular y en las prol.ongaciones astrocitarias (fig. 6a). Figura 6: 14.OOOx; figura 6a: •
•
37.600x; y figura 6b: 23.700x. •
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Figura 7: Panorámica de sección transversal de dendritas en la zona de fibras del •
•
núcleo supraóptico donde se observa un fuerte marcaje en la matriz extracelular. •
•
También se puede observar un marcaje de forma puntual en los gliofilamentos de •
•
prolongaciones de astrocitos (fig. 7a). Figura 7: 19.400x; y figura 7a: 40.OOOx. •
•
•
•
Figura 8: Detalle del citoplasma de una neurona en su soma donde se aprecia marcaje •
•
en el retículo endoplásmico rugoso así como en numerosas vesículas. •
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7.- Distribución y localización del proteoglucano condroitín 6-sulfato
Estadío P1:
Todo el neuropilo está homogéneamente marcado, no apreciándose diferencias
en este estadio. Es decir, núcleo supraóptico (fig. 39), paraventricular (fig. 43),
magnocelular preóptico, reticular talámico, quiasma óptico y demás son positivos,
apareciendo gran cantidad de marcaje rodeando las células, concentrándose más en
determinadas áreas de la superficie de ésta. El epéndimo es negativo para la
inmunodetección (fig. 43).
Estadío P7:
El neuropilo sigue marcado pero menos que en el estadio P 1. El núcleo
supraóptico es positivo, con mayor marcaje en su zona más inferior que se continúa con
la capa molecular de corteza piriforme. El núcleo paraventricular también es positivo,
pero con igual marcaje que el neuropilo. El núcleo magnocelular preóptico es positivo
pero sin destacar del marcaje del neuropilo. El quiasma óptico es positivo, pero en su
parte dorsal aumenta el marcaje separándolo del marcaje del neuropilo. El epéndimo es
negativo al marcaje. Existe ligero marcaje subependimario en la limitante interna.
Estadío P14:
El núcleo supraóptico tiene igual marcaje que en el estadio P7, positivo pero con
mayor mayor marcaje en zona ventral. El núcleo paraventricular es igualmente marcado
que en el estadio anterior. El núcleo magnocelular preóptico al igual que en P7 es
positivo sin destacar sobre el marcaje del neuropilo. El quiasma óptico sigue positivo.
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El epéndimo es negativo. La zona subependimaria y periventricular son positivas.
Además existe marcaje perivascular.
Estadío P21:
Aparece un descenso en el marcaje del neuropilo. El núcleo supraóptico (fig. 40)
es positivo con igual tono que el neuropilo y la zona ventral más intensa (fig. 40a),
observándose una ligera capa de marcaje simulando el límite de la zona de los somas
con la zona de las dendritas. El núcleo paraventricular también resulta positivo con tono
igual que el neuropilo. El núcleo magnocelular (fig. 48) es positivo no distinguiéndose
por marcaje del neuropilo, aunque se observa un contraste de marcaje en determinadas
áreas (fig. 48a). El quiasma óptico reduce su marcaje fuertemente, observándose de tipo
puntual poniendo de manifiesto los nodos de Ranvier. El epéndimo es negativo. Se
marca intensamente la limitante interna, con un marcaje en forma de lámina en la zona
basal de los ependimocitos. También se observa un incremento de marcaje en la zona
periventricular. Se observa marcaje en la periferia de los vasos formando una
delgadísima capa.
Estadío Ml:
El marcaje es similar al del estadio P21 con descenso generalizado de marcaje
del neuropilo. En el núcleo paraventricular (fig. 44) el descenso de tinción es patente. Y
se conserva el marcaje intenso sólo en determinadas zonas de la superficie del soma de
las neuronas (fig. 44a). El quiasma óptico baja todavía más su marcaje, sin embargo se
observan unas estructuras de formas cruciformes o puntiformes que se relacionan con
los nodos de Ranvier. El núcleo magnocelular preóptico aparece con marcaje algo
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mayor acumulándose en determinadas neuronas algo más, insinuándose unas redes
perineuronales difusas.
Estadío M3:
Disminuye el marcaje del neuropilo. El núcleo supraóptico es positivo y destaca
sobre el neuropilo. En su parte ventral está más marcado y se continúa con la capa
molecular de corteza piriforme. El núcleo paraventricular es similar a M1. El núcleo
magnocelular preóptico (fig. 47) aumenta' su marcaje por encima de la tinción del
neuropilo, detectándose en algunas neuronas redes perineuronales de tipo clásico, que
sólo tiñe la parte de soma y prolongaciones proximales (figs. 47a y 47b). El quiasma
óptico igual que en el estadio M1. El epéndimo es negativo. Pero al igual que en M1 y
P21 se marca la zona limitante interna y la zona periventricular. Así como también el
marcaje perivascular citado en P21.
Estadío A1 y A2:
El núcleo supraóptico (figs. 41 y 42) está bien marcado destacando ante el
neuropilo que no tiene o posee escasa tinción. Con mayor marcaje en su parte ventral, la
cual esta última se continúa con la tinción de la capa molecular de corteza piriforme
también intensamente inmunomarcada. Se observa una bajada generalizada de marcaje
en el núcleo (fig. 41). Sin embargo, el marcaje se mantiene en determinadas zonas de las
neuronas (figs. 41 a y 42) confieriéndole una marcada polaridad. El núcleo
paraventricular (fig. 45) bien marcado, destaca la parte magnocelular. El marcaje,
aunque disminuido, no parece que se acumule en la superficie celular de las neuronas,
sino más bien entre las prolongaciones que rodean a ésta (fig. 45a). El núcleo
magnocelular preóptico es positivo (fig. 46), denota un aumento de marcaje que destaca
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notablemente del marcaje en el neuropilo. Se ven algunas células de este núcleo con
redes perineuronales de tipo clásico, como se demuestra en el contorno tan definido de
la malla (figs. 46a y 46b). El quiasma óptico está menos marcado que el neuropilo,
presenta marcaje en los nodos de Ranvier. El epéndimo no está marcado, pero sí la
membrana limitante interna en su parte basal así como toda el área periventricular. Se
mantiene el marcaje perivascular.
Se detecta una bajada de marcaje en el neuropilo, que se acentúa con la edad. En
los núcleos supraóptico y paraventricular decrece el marcaje al igual que en el neuropilo
pero a partir del día 21 en el supraóptico y desde el año 1 en el paraventricular, el
marcaje permanece constante y se mantiene. En el núcleo magnocelular preóptico se
definen redes perineuronales de tipo clásico en forma de red a partir del primer mes de
vida del animal, que se mantendrán en el tiempo. Cabe destacar el epéndimo totalmente
negativo para este compuesto durante todo el tiempo, mientras que el límite del
epéndimo se marca de forma constante a partir del día 14, al igual que la periferia de los
vasos sanguíneos.
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Tabla de resultados con anticuerpos contra condroitín 6-sulfato proteo^lucano
C6SPG NSO NPV NMPO Epéndimo Lim Epénd QO Neuropilo
Estadío Pl +++ +++ ++ + ++++
Estadfo P7 ++ +-+ + +/- + +++
Estad. P 14 + + + + + +++
Estad. P21 ++ + + + +/- +-+
Estadío Ml ++ + + Rp^ + -/+ +
Estadfo M3 ++ + + RP^- + -/+ +/-
Estadfo A I ++ ++ + RP^ + -/+ -/+
Estadío A2 ++ ++ + Rp^ + -/+ -/+
Leyenda de siglas:
C6SPG: Condroitín 6-sulfato
proteoglucano
NSO: Núcleo supraóptico
NPV: Núcleo pazaventriculaz
NMPO: Núcleo magnocelular
preóptico
Epéndimo: Ependimocitos
Lim Epéndimo: Limitante interna
ependimaria
QO: Quiasma óptico
Neuropilo: Matriz extracelulaz mazcada
donde no hay núcleos
mayoría, con zonas negativas
marcaje positivo
marcaje positivo intenso
marcaje positivo fuerte
marcaje positivo muy fuerte
Gráfico del proteoglucano condroitín 6-sulfato
q NSO
q NPV
q NMPO
n Epéndimo
q Límite del
Epéndimo
Estadlo P1
Estadlo P7
Esladio P14
Estadlo P21
EMadlo M1
Desarrollo
- RP^: Redes perineuronales de tipo
clásico, con forma de red
Leyenda de signos:
mazcaje nulo
-/+ sin mazcaje salvo en pequeñas
zonas
+/- marcaje positivo en su
Llmile dal Epéndimo
Marcaje
Estedlo M3
Estadfo A2
Eatadío A1
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Figura 40. Panorámica del núcleo supraóptico donde podemos ob- +
servaz disminución de mazcaje generalizado, y cómo en el quiasma
óptico ya casi no existe. Mientras se mantiene mucha matriz extrace- ^
lular en una zona de gran plasticidad, como es la zona de las dendri- +
tas. Estadío P21. Figura 40: 1.100x; y figura 40a: 2.700x. +
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Figura 39. Panorámica del
núcleo supraóptico donde de-
nota gran cantidad de mazcaje
en todo el tejido (figura39a)
en este estadío tan temprano.
Estadío P 1. Figura 39: 880x; y
figura 39a: 2.900x.
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Figura 41. Detalle del núcleo supraóptico. El mazcaje es mucho
más limitado en el espacio y se acumula en determinados luga-
res alrededor de las neuronas ( figura 41a). Estadío A2. Figura 41
2.300x; y figura 41a: S.OOOx.
Figura 42. Detalle del núcleo supraóptico en la que se puede
observar la disminución general de marcaje respecto a estadíos
más tempranos. Estadío A2. 1.400x.
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Figura 43. Panorámica del núcleo paraventricular en
donde se puede apreciar gran cantidad de mazcaje en la
periferia de las neuronas. La matriz extracelular está in-
tensamente mazcada por este anticuerpo. Se observa in-
munorreactividad ne-
gativa paza los ependi-
mocitos. En este estadío
tan temprano, se puede
observaz que alrededor
de las neuronas se acu-
mula mazcaje en unas
zonas más que en otras
(figura 43a). Estadío P1.
Figura 43: 1.100x; y fi-
gura 43a: 3.600x.
Figura 44. Detalle del núcleo pazaventriculaz
donde se aprecia el contorno de las neuronas.
Se observa acumulación de mazcaje en deter-
minadas zonas dando aspecto granulaz. (Figura
44a). Estadío M 1. Figura 44: 1.700x; y figura
44a: 3.400x.
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Figura 45. Detalle del núcleo paraventriculaz. Se ob-
servan dos neuronas delimitadas por el marcaje (figura
45a). Existe concentración de matriz extracelulaz en
determinados sitios distribuidos no homogéneamente
en el sistema nervioso. En este estadío tan avanzado,
se puede apreciar una bajada generalizada de cantidad
de mazcaje con la edad. De forma que el mazcaje se
conserva en algunas zonas y en otras se pierde con la
edad. Estadío A1. Figura 45: 1.SOOx; y figura 45a:
3. l 00x.
149
Inmunodetección de condroitín 6-sulfato proteoglucano
Figura 46. Detalle de una newona del núcleo mag-
nocelulaz preóptico. Apazece un fuerte manrcaje
unido a la superficie de algunas newonas. En estas
imágenes se pueden observar el retículo del borde
la célula (figwa 46a) así como la matriz extracelu-
n - lar acumulada alrededor de una pos^ble smapsis (fi-
gwa 46b). Estadío A2. Figwa 46: 2.700x; figura
46a: 4.100x; y figwa 46b: 4.800x.
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Figura 47. Panorámica del núcleo
magnocelular preóptico en el que
se observan varias neuronas bien
marcadas en su superficie (figuras
47a, b). Estadío M3. Figura 47:
1.600x; figura 47a: 4.600x; y figu-
ra 47b: 3.700x.
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Figura 48. Panorámica del núcleo magnocelu-
lar preóptico. Se puede apreciar la gran canti-
dad de marcaje que se detecta en estadíos tan
tempranos. En el detalle (figura 48a) las newo-
nas no poseen el típico marcaje de superficie
celular llamado redes perinewonales. Estadío
P21. Figwa 48: 1.200x; y figwa 48a: 3.OOOx.
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Resultados
Inmunolocalización y detección a microscopía electrónica del proteoglucano
condroitín 6 sulfato
El marcaje obtenido es disperso. Se acumula sobre todo en astrocitos, aunque
también aparece gran cantidad de marcaje en algunas vesículas de secreción de axones
neuronales. En los astrocitos se observa marcaje en el retículo endoplásmico rugoso.
Aparece especialmente abundante en prolongaciones y en los gliofilamentos. En
neuronas aparece poco marcaje en dendritas y mucho más marcaje en los axones.
Concentrándose en determinadas vesículas de secreción sobre la parte de membrana que
da la cara al citoplasma. En la matriz extracelular, el marcaje es disperso y se sitúa muy
relacionado con la membrana plasmática. Sobre todo situado en la superficie
membranosa de las prolongaciones de astrocitos y también de dendritas. Cabe destacar
que no todas las prolongaciones de astrocitos poseen un marcaje tan acusado, ni todas
las dendritas de las neuronas tanta cantidad. Aparece el marcaje más bien en áreas
determinadas de forma más concentrado.
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Figura 9: Panorámica de una sección transversal de un soma astrocitario. Se aprecia
marcaje en el citoplasma astrocitario en vesículas (fig. 9a) y también alrededor de
dendritas (fig 9a). También aparece marcaje en matriz extracelular (fig. 9b1) y en la
superfice de prolongaciones del astrocito. Se puede localizar marcaje asímismo en el
interior de los axones donde encontramos marcadas vesículas de secreción (fig. 9b2 y
fig. 9b3) de forma puntual y concentrada en determinadas vesículas, no en todas. Figura
9: 7.OOOx; figura 9a: 12.OOOx; figura 9b: 22.OOOx; figura 9b 1: 47. SOOx; figura 9b2:
58.SOOx; y figura 9b3: 29.300x.
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8.- Distribución y localización del queratán sulfato proteoglucano
Estadío Pl:
Existe marcaje generalizado y no homogéneo del neuropilo. El núcleo
supraóptico (fig. 49) es positivo, mayor que el neuropilo. El quiasma óptico (fig. 49) en
sus extremos es negativo y positivo en la zona medial. El núcleo paraventriculaz es
positivo con igual intensidad que el neuropilo, no destaca sobre él. El núcleo
magnocelulaz preóptico es positivo pero no destaca del marcaje que tiene el neuropilo.
Existe un leve marcaje perivasculaz. El epéndimo es positivo.
Estadío P7:
El mazcaje es similaz al de P1. El núcleo supraóptico disminuye de marcaje.
Estadío P14:
El núcleo supraóptico aparece con menos marcaje. El quiasma óptico en su área
lateral también negativo, sin embargo, en la zona central es positivo. El núcleo
paraventricular es débilmente marcado con igual intensidad que el neuropilo. El núcleo
magnocelular preóptico no destaca sobre el neuropilo. El quiasma óptico en el área
lateral es negativo, al contrario que en el área medial que apazece como positivo. El
epéndimo es positivo. Se marca positiva la capa limitante interna.
Estadío P21:
El núcleo supraóptico (fig. 50) aparece marcado, pero no destaca demasiado de
la tinción del neuropilo. Se observa que el marcaje que rodea a las neuronas se sitúa de
forma asimétrica o polarizada. EI núcleo paraventricular (fig. 53) aparece marcado pero
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sin destacar del marcaje general del neuropilo (fig. 53a). El núcleo magnocelular
preóptico no destaca del neuropilo. El núcleo reticular talámico aparece algo más
marcado. El quiasma óptico aparece marcado, intuyéndose los nodos de Ranvier. El
epéndimo es positivo, además es positivo también la membrana limitante interna. Se
observa un ligero marcaje en la capa molecular de corteza piriforme.
Estadío Ml:
El marcaje es muy similar al estadio P21. La zona periventricular incrementa su
marcaj e.
Estadío M3:
El núcleo supraóptico (figs. 51 y 52) sigue teniendo un débil marcaje. Este
marcaje es más débil que en estadios anteriores. Aparece marcaje que se sitúa
irregularmente distribuido en la superficie de las neuronas. En general, el marcaje es
igual que en el estadio M1.
Estadíos A1 y A2:
El marcaje es similar al del estadio M3, aunque con menor intensidad de
marcaje. En el núcleo paraventricular (fig. 54), el marcaje se acumula en la periferia de
las neuronas magnocelulares del mismo (fig. 54a), siendo escaso en las parvocelulares.
Mientras que en el tejido circundante o neuropilo ha disminuido o desaparecido la
inmunorreactividad. En el núcleo magnocelular preóptico (fig. 55), no se observan redes
perineuronales típicas, sino un incremento escaso de matriz extracelular con respecto al
neuropilo, en lo que podríamos llamar unas redes perineuronales de tipo difusas con
escasa reacción.
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En general, el marcaje en el neuropilo disminuye con el tiempo. Los núcleos
hipotalámicos siguen esta tónica, sin embargo, el núcleo paraventricular y magnocelular
preóptico tienen mayor marcaje que el neuropilo a partir del estadio M1. El epéndimo y
su límite con el neuropilo, se mantiene constantemente bien marcado a lo largo del
tiempo. También cabe destacar el marcaje constante de los nodos de Ranvier en el área
del quiasma óptico.
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Tabla de resultados con anticueraos contra gueratán sulfato nroteoglucano
KSPG NSO NPV NMPO Epéndimo Lim Epénd QO Neuropilo
Estadío P1 +++ + + + + +/- ++
Estadío P7 ++ + + + + +/- ++
Estad. P14 + + + + + +/- +
Estad. P21 +/- + + + + +/- +/-
Estadfo Ml _/+ +/- +/- + + +/- -/+
Estadfo M3 -/+ +/- +/- + + +/- -/+
Estadto A 1 _/+ +/- +/- + + +/- -/+
Estadto A2 _/+ +/- +/- + + +/- -/+
Leyenda de siglas: Leyenda de signos:
KSPG: Queratán sulfato proteoglucano
NSO: Núcleo supraóptico -/+
NPV: Núcleo paraventricular
NMPO: Núcleo magnocelulaz preóptico +/-
Epéndimo: Ependimocitos
Lim Epéndimo: Limitante interna ependimaria
QO: Quiasma óptico +
Cort Pir: Corteza piriforme ^
Neuropilo: Matriz extracelulaz marcada donde ^-t+
no hay núcleos ++++
RP: Redes perineuronales
Gráfico del proteoglucano queratán sulfato
Marcaje
mazcaje nulo
sin mazcaje salvo en
pequeñaszonas
mazcaje positivo en su
mayoría, con zonas
negativas
mazcaje positivo
mazcaje positivo intenso
mazcaje positivo fuerte
mazcaje positivo muy fuerte
0 NSO
^ NPV
q NMPO
' n Epéndimo
q Limite del ^
Epéndimo
n Quiasma
dptico
n Neuropilo
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Figura 49. Vista general del núcleo supraóptico donde se ob-
serva mayor marcaje en la periferia del núcleo y el quiasma
óptico (QO) está muy poco teñido. Estadío P1. 830x.
Figura 50. Detalle del núcleo supraóptico. Las neuronas se
observan teñidas en su superficie, acumulándose la tinción
en zonas determinadas (figura50a). Estadío P21. Figura 50:
2.200x; y figura SOa: S.OOOx.
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Figura 51. Detalle del núcleo supraóptico.
EI marcaje respecto a estadíos anteriores em-
pieza a disminuir, sin embargo queda la ca-
racterística acumulación desigual de quera-
tán sulfato proteoglucano sobre la superficie
de la neurona (figura 51 a). Estadío M3. Figu-
ra 51: 2.000; y figura 51 a: 4.300x.
Figura 52. Vista panorámica del núcleo su-
praóptico. En él también se aprecia la dismi-
nución de marcaje progresiva con la edad.
Estadío M3. 1.300x.
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Figura 54. Panorámica del núcleo para-
ventriculaz. Se observa mazcaje conser-
vado en la parte central del núcleo, don- ^
de se sitúan las neuronas magnocelula-
res. En el resto del tejido de las áreas de
alrededor el marcaje es muy escaso 0
no existe. Rodeando a las neuronas exis-
en zonas de mazcaje más intenso (figu-
ra 54a). Estadío A2. Figura 54: 1.330x;
y figura 54a: 3.400x.
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Figura 53. Panorámica del núcleo pa-
raventriculaz. Se puede observaz gran
cantidad de marcaje rodeando a la
parte magnocelular de dicho núcleo.
El marcaje se acumula en la periferia
de la neurona, entre las prolongacio-
nes que están situadas entre los somas
(figura 53a). Estadío P21. Figura 53:
930x; y figura 53a: 2.540x.
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Figura 55. Detalle del núcleo magnoce-
lular preóptico. Se observan algunas neu-
ronas con gran cantidad de matriz extra-
celular en la superficie de la membrana
del soma celulaz (figura SSa). No se detec-
tan las típicas imágenes de las redes peri-
neuronales de tipo clásico. Estadío A2.
Figura 55: 1.100x; y figura SSa: 1.740x.
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8: Distribución y localización de tenascina
Estadío P1:
En el núcleo supraóptico se marcan diferentes las células. Con el núcleo
paraventricular pasa igual. El núcleo magnocelular preóptico no destaca del marcaje
general. El quiasma óptico es suavemente marcado al igual que el neuropilo. El
epéndimo es negativo.
Estadío P7:
El núcleo supraóptico es positivo que se incrementa en su zona inferior o
ventral. Destaca sobre el marcaje que se da en el neuropilo. En núcleo paraventricular es
positivo pero con igual tono que el neuropilo. El núcleo magnocelular preóptico no
destaca del neuropilo. El quiasma óptico es positivo, aumentando su marcaje en su parte
inferior y medial y paramedial. Se observan algunas células internamente teñidas en la
parte dorsal del núcleo supraóptico, quiasma óptico y ventrículo, incluida la zona
ínferior o periventricular.
Estadío P14:
El núcleo supraóptico (fig. 56) es positivo al igual que en el estadío P7. Se
observan las neuronas marcadas, así como parte de sus prolongaciones, mientras que los
astrocitos aparecen más intensamente marcados. El núcleo paraventricular no destaca
del marcaje general del núcleo magnocelular igual que en el estadío P7. El quiasma
óptico es positivo de igual manera que en el estadío P7. La zona periventricular es
positiva así como la limitante interna y externa. El quiasma óptico es positivo
destacando no sólo los nodos de Ranvier, sino también los somas gliales que hay en él.
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8: Dístribución y localización de tenascina
Estadío Pl:
En el núcleo supraóptico se marcan diferentes las células. Con el núcleo
paraventricular pasa igual. EI núcleo magnocelular preóptico no destaca del marcaje
general. El quiasma óptico es suavemente marcado al igual que el neuropilo. El
epéndimo es negativo.
Estadío P7:
El núcleo supraóptico es positivo que se incrementa en su zona inferior o
ventral. Destaca sobre el marcaje que se da en el neuropilo. En núcleo paraventricular es
positivo pero con igual tono que el neuropilo. El núcleo magnocelular preóptico no
destaca del neuropilo. El quiasma óptico es positivo, aumentando su marcaje en su parte
inferior y medial y paramedial. Se observan algunas células internamente teñidas en la
parte dorsal del núcleo supraóptico, quiasma óptico y ventrículo, incluida la zona
inferior o periventricular.
Estadío P14:
El núcleo supraóptico (fig. 56) es positivo al igual que en el estadío P7. Se
observan las neuronas marcadas, así como parte de sus prolongaciones, mientras que los
astrocitos aparecen más intensamente marcados. El núcleo paraventricular no destaca
del marcaje general del núcleo magnocelular igual que en el estadío P7. El quiasma
óptico es positivo de igual manera que en el estadío P7. La zona periventricular es
positiva así como la limitante intenna y extenna. El quiasma óptico es positivo
destacando no sólo los nodos de Ranvier, sino también los somas gliales que hay en él.
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Ligero marcaje perivascular. El epéndimo es positivo. Las células intensamente teñidas
(astrocitos) que aparecían en el estadío P7 ahora en el estadío P14 son mucho más
intensos y numerosos en el hipotálamo.
Estadío P21:
Disminución generalizada de marcaje en neuropilo. Las neuronas del núcleo
supraóptico y núcleo paraventricular (fig. 61) aparecen marcadas sobre todo las del
núcleo supraóptico. Ya que en el núcleo paraventricular hay neuronas marcadas muy
intensamente comparándolas con el resto de las que componen el núcleo. Se marca
intensamente la parte de limitante externa y también la limitante interna. El núcleo
magnocelular preóptico no destaca su marcaje del resto de marcaje del neuropilo. Los
astrocitos marcan su soma y se distribuyen homogéneamente por el neuropilo, con
disposición especial en la limitante externa en el núcleo supraóptico y en la limitante
interna en la zona periventricular.
Estadío Ml:
Estadío caracterizado por la bajada generalizada de marcaje en el neuropilo. El
núcleo supraóptico conserva su fuerte marcaje en las neuronas que lo componen (fig.
57). La parte ventral del núcleo supraóptico (fig. 58) aparece con menor marcaje, igual
al del neuropilo. Siguen apareciendo gran cantidad de células muy marcadas por todo el
neuropilo nervioso que se corresponden con astrocitos (fig. 58). Estas células gliales
están más marcadas que las neuronas. Existe mayor acumulación de estas células en las
proximidades de la limitante externa y también en la limitante interna. Constituyendo
esta última un marcaje periventricular muy patente. Las neuronas del núcleo
paraventricular están marcadas pero menos que en el núcleo supraóptico, teniendo el
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mismo tono de marcaje que el neuropilo. El núcleo magnocelular preóptico no destaca
del marcaje del neuropilo. El marcaje general detectado en el quiasma óptico es menor
que en el neuropilo en su zona más lateral, mientras que en la zonas medial sigue
teniendo buen marcaje. En la zona con menor marcaje del quiasma óptico destaca el
marcaje de células que parecen corresponder con astrocitos y más débilmente con
oligodendrocitos. Aparecen marcados los nodos de Ranvier de forma patente. También
aparece marcaje en forma de una delgada lámina en la periferia de los vasos sanguíneos.
El epéndimo es positivo.
Estadío M3:
El núcleo supraóptico aparece bien marcado en sus células destacando sobre el
neuropilo. Se ven algunos somas de células pequeñas marcadas intensamente que por su
morfología recuerdan astrocitos. Se marca bien la limitante e^rterna. El núcleo
paraventricular tiene un menor marcaje que en el núcleo supraóptico, sin embargo, más
que el neuropilo. En la zona periventricular aparecen bien marcados astrocitos o células
gliales, incluida la zona más medial del núcleo supraóptico. Las neuronas del núcleo
magnocelular preóptico están poco marcadas confundiéndose con el marcaje del
neuropilo. El quiasma óptico aparece muy poco teñido, sólo destacando algunas células
gliales con el soma teñido, así como algunos nodos de Ranvier. La periferia de los vasos
continúa estando marcada.
Estadío A1 y A2:
El marcaje obtenido para los estadíos A1 y A2 para tenascina es muy parecido al
que se obtiene en el estadío de M3. En el núcleo supraóptico (fig. 59) se puede observar
el marcaje de las neuronas, sobre todo su soma (figs. 59a y 60) y también sus dendritas
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(fig. 60a), así como el de los astrocitos (fig 59b) en los que también se marcan además
de el pericarion, sus prolongaciones. En el núcleo paraventriculaz, el mazcaje obtenido
es muy similar al del núcleo supraóptico. También se observa mazcaje de tenascina en la
superficie de los vasos sanguíneos, que mayor es cuanto más grande es el calibre de los
vasos (fig. 59 y 62a) que parece estaz relacionada con el marcaje de prolongaciones de
astrocitos (fig. 62b). Asímismo se puede apreciaz una disminución de marcaje
generalizado de tenascina en las zonas colindantes del núcleo como en el quiasma
óptico y el neuropilo dorsal al núcleo.
En general el marcaje de matriz extracelular con tenascina reflejado en el
neuropilo disminuye con el tiempo. Destaca el aumento de marcaje registrado en las
células del núcleo supraóptico, sobre todo a partir del día 21 postnatal. También aparece
mucho marcaje en el núcleo paraventricular que se mantiene constante desde el día 21.
Cabe destacar la fuerte inmunorreactividad del epéndimo y del límite del epéndimo
desde el día 14. Además se observan marcados los nodos de Ranvier que aparecen más
marcados entre los estadíos 7 y 21. Es de notar la fuerte tinción de la capa molecular de
la corteza piriforme que mantiene un marcaje constante en el tiempo.
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Tabla de resultados con anticuerpos contra tenascina
TEN NSO NPV NMPO Epéndimo Lim Epénd QO Neuropilo
Estadío PI + + + - + +
Estadío P7 ++ + + - + ++ +
Estad. P14 ++ + + + ++ ++ +
Estad. P21 +++ ++ +/- + ++ ++ +/-
Estadio MI ++-^ ++ -/+ + ++ + -/+
Estadío M3 ++^- ++ -/+ + ++ + -/+
EstadfoAl +++ ++ -/+ + ++ + -/+
Estadfo A2 +-►-^ ++ -/+ + +-+ + -/+
Leyenda de siglas: Leyenda de signos:
TEN: Tenascina
NPV: Núcleo paraventriculaz -/+
NMPO: Núcleo magnocelulaz preóptico
Epéndimo: Ependimocitos +/-
Lim Epéndimo: Limitante interna ependimaria
QO: Quiasma óptico +
Neuropilo: Matriz extracelulaz marcada donde i-+-
no hay núcleos +++
RP: Redes perineuronales ++++
Gráfico de tenascina
marcaje nulo
sin mazcaje salvo en pequeñas
zonas
marcaje positivo en su mayoria, con
zonas negativas
mazcaje positivo
mazcaje positivo intenso
mazcaje positivo fuerte
mazcaje positivo muy fuerte
n NSO
n NPV
q NMPO
n Epéndimo
^ Límite del
Epéndimo
n Quiasma
Óptico
n Neuropilo
EWdo Pt Q
^oEiĥdlo P2
ŝfedlo ^^lo M3
EsódE
E
EstaCIOA1
Eetedlo A2
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Figura 56. Panorámica del núcleo supraóptico. Se
aprecia gran cantidad de marcaje en todo el tejido,
no sólo en las neuronas. Por contra, el quiasma óp-
tico no se tiñe y la zona de fibras muy poco. Esta-
dío P 14. 800x.
Figura 57. Detalle del núcleo supraóptico donde se
pueden ver neuronas positivamente teñidas para la
tenascina. Estadío M 1. 1.600x.
á,
Figura 58. Panorámica del núcleo supraóptico. Se observa tinción también en astrocitos (A) de la capa limitante externa en la parte
más ventral del núcleo. NSO. TEN. M1. 900x.
Figura 59. Panorámica del núcleo supraóptico donde se observa que las células del mismo están intensamente teñidas. Se observan
los haces de fibras se reúnen para bajar hacia la zona de dendritas, donde se marcan intensamente los astrocitos (A) de la capa limi-
tante externa (figuras 59a, b). QO: Quiasma óptico. Estadío A1. Figura 59: 400x; figura 59a: 1.OOOx; y figura 59b: 1.300x.
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Figura 62. En el epéndimo encon-
tramos una lámina de marcaje en
la capa limitante interna (figura 62
a), así como astrocitos bien marca-
dos en las proximidades (figura 62
b). Estadfo A2. Figura 62: 1.400x;
figura 62a: 2.600x; y figura 62b:
2.630x.
Figura 63 y 64.Panorámicas del
núcleo supraóptico en estadío M3
en lactancia (figura 63) y no lac-
tancia (figura 64). Nótese que en
el periodo de lactancia existe más
inmunorceactividad.
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Figura 60. Detalle del núcleo supraóptico. Se observa el marcaje de
dendritas (figura 60a) que descienden a la zona ventral. Estadío A 1.
Figura 60: 1.600x; y figura 60a: 3.700x.
Figura 61. Detalle de dos neuronas teñidas del núcleo paraventricular
que destacan sobre las otras más tenues. Estadío P21. 1.770x.
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II.- Resultados del experimento de lactancia en rata
En las pruebas hechas en ratas vírgenes y lactantes no se observan diferencias
con las siguientes pruebas: NADPH diaforasa, aglutinina de la Wisteria floribunda y de
Pisun sativum, proteoglucanos condroitín 0, 4 y 6 sulfato y proteoglucano queratán
sulfato. Sin embargo sí se aprecian diferencias entre las ratas con anticuerpos contra
tenascina. Se observan neuronas marcadas intensamente en los núcleos supraóptico y
paraventricular de las ratas lactantes. En el núcleo supraóptico aparece marcaje
significativamente superior en determinadas neuronas (fig. 63) comparadas con la
situación control (fig. 64). Se observaban los somas celulares muy marcados, así como
algunas prolongaciones neuronales, que no aparecían en el control.
III.- Resultados de colocalización de matriz extracelular
En el núcleo supraóptico se obtuvieron solamente marcajes negativos con la
aglutinina de Wisteria floribunda en rata. Sin embargo, con calretinina tenemos marcaje
muy positivo en este núcleo (fig. 75). El marcaje de la proteína gliofibrilar ácida aparece
por todo el núcleo, pero es mucho más intenso en la zona limitante glial externa en la
zona más ventral del núcleo supraóptico que en su parte dorsal (fig.72). También existe
un marcaje bastante intenso con la glutamina sintetasa (fig. 70) donde se observa la
superficie de las neuronas bien marcada formando una lámina que la recubre denotando
la participación de prolongaciones de astrocitos recubriéndolas. El marcaje en la zona
intersomática neuronal está bien teñido. No se observa aumento de marcaje en la zona
que aparecía fuerte marcaje de la proteína gliofibrilar ácida.
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En el núcleo paraventricular, ocurre igual que en el núcleo supraóptico, a nivel
de marcaje de redes perineuronales con la aglutinina de la Wisteria floribunda es
negativo. El marcaje contra la proteína gliofibrilar ácida (fig. 73) en este núcleo se
concentra en la zona periventricular y también en la periferia de los vasos sanguíneos.
Mientras que con la glutamina sintetasa (fig. 71) el marcaje aparece más
homogéneamente distribuido en el núcleo y se concentraba en la periferia de las
neuronas magnocelulares. Cabe destacar que el neuropilo era bastante inmunonegativo
para la glutamina sintetasa fuera del núcleo paraventricular. El marcaje con calretinina
se da en neuronas parvocelulares encontrándose ausente en las magnocelulares.
En el núcleo magnocelular preóptico, aparecen redes perineuronales de tipo
clásico en forma de red con marcaje de la aglutinina de la Wisteria fZoribunda. En rata
existe colocalización de neuronas aglutinina de la Wisteria floribunda positiva, con
parvalbúmina positiva (fig. 67). Pero no todas las neuronas parvalbúmina positivas son
aglutinina de la Wisteria floribunda positivas, también hay muchas negativas (figs. 65 y
66). La colocalización no es completa. Respecto a glutamina sintetasa y proteína
gliofibrilar ácida tienen igual marcaje, como era de esperar. En la doble colocalización
entre la aglutinina de la Wisteria floribunda y la proteína gliofibrilar ácida, se puede
observar como el marcaje de los astrocitos sisea entre el marcaje de red colocalizándose
en determinadas zonas (flg. 74), demostrándose una íntima relación entre el marcaje de
matriz extracelular y las prolongaciones de astrocitos cargadas de estos filamentos
intermedios. El marcaje de colina acetil transferasa es negativo para la colocalización
con la aglutinina de la Wisteria floribunda, pero el núcleo es positivo para dicho
marcaje (fig. 78). No se detectó ninguna otra colocalización. También se pudo observar
reactividad de calretinina en este núcleo (fig. 76), sin embargo, era escasa y no tan
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fuerte como la que aparecía en el núcleo paraventricular o supraóptico. Aunque existían
muchas prolongaciones marcadas.
También es apreciable una tendencia general de mayor marcaje de proteína
gliofibrilar ácida. Se observa que donde existe mayor marcaje de este marcador de
astrocitos y glutamina sintetasa (otro marcador de astrocitos) hay una disminución muy
marcada de matriz extracelular, siendo máxima en el núcleo supraóptico hasta el punto
de ser negativo para la aglutinina de la Wisteria fZoribunda.
Las neuronas con redes perineuronales y marcadas con la proteína gliofibrilar
ácida en doble inmunofluorescencia tienen multitud de llegadas de prolongaciones
astrocitarias. Estas prolongaciones al aproximarse a la superficie de la neurona se
dividen y superponen al marcaje de matriz extracelular de forma sinuosa sorteando las
zonas no marcadas con la aglutinina de la Wisteria fZoribunda.
Se ha observado asimismo gran cantidad de marcaje de calretinina en los axones
que componen el quiasma óptico (fig. 77), dando un aspecto punteado o rayado a dicha
estructura dependiendo de la orientación de las fibras. También se marcan dichos
axones con parvalbúmina (fig. 68). Además hemos podido comprobar que aparece un
pequeño marcaje de la aglutinina de la Wisteria fZoribunda en el quiasma óptico (fig.
69), a pesar de que en la inmunotinción a microscopía óptica no fluorescente no
aparecía marcaje. Este marcaje parece coincidir con los nodos de Ranvier que existen en
el quiasma óptico (fig. 69a).
169
Resultados
Tablas de resultados de colocalización
RATA WFA PV GS
NSO - - ++
NPV - - +
NMPO +RP + +
PGFA AChT Cr
++ - ++
+d/++v - +
+ + +
Leyenda de siglas:
- WFA: Aglutinina de la Wisteria
Jloribunda
- PV: Parvalbúmina
- GS: Glutamina sintetasa
- PGFA: Proteína gliofibrilar ácida
- AChT: Acetil colín transferasa
- Cr: Calretinina
- NSO: Núcleo supraóptico
- NPV: Núcleo paraventricular
- NMPO: Núcleo magnocelular
preóptico
- RP: Redes perineuronales
Leyenda de signos:
+ existencia de marcaje
++ fuerte marcaje
- no existe marcaje
d: región dorsal
v: región ventral
170
Doble inmunodetección en fluorescencia
Figura 65. Imagen de doble localización en fluorescencia en el núcleo magnocelular preóptico en la que se mazca con verde
la matriz extracelulaz puesta de manifiesto por la aglutinina de la Wisteriafloribunda y en rojo parvalbúmina. De esta forma
se puede observar doble localización de estas dos sustancias en algunas neuronas. En otras neuronas se puede observaz cómo
únicamente contienen parvalbúmina sin marcazse la matriz extracelular. Sin embargo no apazecen neuronas sólo mazcadas
por la aglutinina. O dicho de otro modo, todas las neuronas que tienen redes perineuronales mazcadas con la aglutinina con-
tienen pazvalbúmina. También se puede observaz el fuerte mazcaje de matriz extracelular que aparece en el segmento inicial
del axón de algunas neuronas. 4.OOOx.
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Figura 66. Dos neuronas del núcleo magnocelular
preóptico, detalle de la figura anterior. Método de
doble inmunofluorescencia, siendo el marcaje de
verde la matriz extracelular puesta de manifiesto por
la aglutinina de la ^steria floribunda y de rojo por
parvalbúmina. En la imagen aparecen dos neuronas,
las dos contienen parvalbúmina. La neurona de la
parte inferior además está marcada en su superficie
con matriz extracelular observándose las estructuras
conocidas como redes perineuronales en forma de
red (figura 66b, c). En la parte superior de esta
neurona se puede observar el aumento de marcaje de
matriz extracelular en el segmento inicial del axón
(figura 66a). Figura 66: 7.OOOx; figura 66a: 11.SOOx;
figura 66b: 10.400x; y figura 66c: 10.440x.
Figura 67. Neurona del núcleo magnocelular preóp-
tico. Con doble marcaje en fluorescencia, siendo mar-
cada la matriz extracelular con la aglutinina de la Wis-
teria floribunda y en rojo parvalbúmina. Se puede ob-
servar claramente el doble marcaje en la misma neu-
rona. Esta célula se rodea con un marcaje muy claro
de matriz extracelular en forma de red perineuronal
de tipo clásico, en forma de red (figura 67a, b). Así-
mismo se puede observar el intenso marcaje del seg-
mento inicial del axón (A). Figura 67: 7.700x; figu-
ra 67a: 14.300x; y figura 67b: 9.600x.
Figura 68. Quiasma óptico, marcaje de parvalbúmi-
na. Se observan axones bien marcados (figura 68a).
Figura 68: 1.200x; y figura 68a: 3.OOOx.
Figura 69. Quiasma óptico, marcaje de la aglutini-
na de la WisteriaJlorihundo en forma discontinua
marcando los nodos de Ranvier (figura 69a). Figura
69: 1.100x; y figura 69a: 4.200x.
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Figura 70. Detalle de neuronas del núcleo supraóptico
marcadas en verde con glutamina sintetasa. Se observan
que las prolongaciones de los astrocitos rodean la super-
ficie de las neuronas dejando huecos paza la entrada de
prolongaciones de otras células. S.100x.
Figura 71. Panorámica del núcleo pazaventriculaz maz-
cado con glutamina sintetasa en el que se observa un in-
cremento de mazcaje en el interior del mismo frente al
mazcaje en el neuropilo. SSOx.
Figura 72. Vista del núcleo supraóptico con mazcaje
contra la proteína gliofibrilaz ácida, observándose el gran
mazcaje de la limitante externa en la parte inferior del nú-
cleo y rodeando algunos vasos sanguíneos. 540x.
Figura 73. Panorámica del núcleo pazaventriculaz con
marcaje de la proteína gliofibrilaz ácida, observándose
fuerte mazcaje en la limitante interna así como en la perife-
ria de los vasos sanguíneos. 1.200x.
Figura 74. Detalle de una neurona del núcleo magnocelu-
lar preóptico. Doble marcaje, en verde matriz extracelulaz
con la aglutinina de la Wisteria floribunda y en rojo la pro-
teína gliofibrilar ácida. Se observan clazamente las redes pe-
rineuronales en forma de red y entre estas estructuras las
prolongaciones astrocitazias marcadas que se internan entre
las redes (figuras 74a, b, c). Figura 74: 7.750x; figura 74a:
11.600x; figura 74b: 12.OOOx; y figura 74c: 11.600x.
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Figura 75. Panorámica del núcleo supraóptico
mazcado con anticuerpos contra calretinina. Se
puede observar la fuerte reactividad de las neu-
ronas magnocelulazes del núcleo, así como en
sus prolongaciones. También se observa mazca-
je en la zona de la capa más ventral de las den-
dritas. Estadío M3. 1.450x.
Figura 76. Panorámica del núcleo magnocelulaz
preóptico. Marcaje de calretinina. Se observan el
mazcaje menos intenso de neuronas y sus prolon-
gaciones que en el núcleo supraóptico o que en el
núcleo pazaventricular. Hay muchas neuronas que
no se tiñen o si lo hacen son muy tenues. Además
se aparece gran cantidad de prolongaciones mazca-
das. Estadío M3. 1.OOOx.
Figura 77. Panorámica del quiasma óptico. Maz-
caje de calretinina. Se observan mazcadas las pro-
longaciones neuronales axónicas de forma bastan-
te intensa. EI mazcaje tiene aspecto discontinuo
pues los axones marcados en esta sección trans-
versal están cortados. Estadío M3. Figura 77:
950x; y figura 77a: 1.740x.
Figura 78. Panorámica del núcleo magnocelulaz
preóptico del hipotálamo. En él se puede obser-
vaz el marcaje de colina acetil transferasa en el
soma neuronal y en sus prolongaciones de forma
muy intensa. Se tiñen pocas neuronas, pero las
que lo hacen tienen el típico aspecto de las neu-
ronas magnocelulazes de este núcleo. Estadío M3.
3. l 00x.
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DISCUSIÓN
1.- Las redes perineuronales
Las redes perineuronales tienen una gran complejidad estructural y de componentes.
Una evidencia del aserto anterior estaría reflejada por la multiplicidad de métodos de
detección aplicables a su estudio.
Se encuentra marcaje de matriz extracelular tanto en la superficie de las neuronas
como en el resto de los componentes nerviosos. Las superficies de las neuronas de todos los
núcleos estudiados aparecen generalmente bien marcadas, si bien sólo en el núcleo
magnocelular preóptico aparece el marcaje de redes perineuronales clásico igual que el
descrito para corteza cerebral. Se observa en la superficie de las neuronas un aumento de la
densidad de marcaje de matriz extracelular en los núcleos supraóptico y paraventricular. Este
marcaje no es igual que el que se obtiene en corteza con la clásica forma de red, sino que se
observa una acumulación de la tinción de tipo difusa y aspecto granulado. Varios autores
también identifican a este tipo de matriz extracelular como una forma de redes perineuronales
y proponen que se les llame redes perineuronales difusas o sin forma de red. (H^rtig et al.,
1.994, 1.995, 2.001)
Varios estudios muestran que neuronas motoras y relacionadas con ellas, así como
otras interneuronas que contienen GABA en el sistema nervioso central maduro, se marcan
con redes perineuronales de proteoglucanos que son reactivas con el método de hierro
coloidal y fucsina paraldehído, y que son idénticos a los agregados reticulares de Golgi y al
retículo superficial de Cajal (Murakami et al., 1994; 1996; 1999). Por estas razones hemos
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estudiado los núcleos del hipotálamo con la técnica del hierro coloidal. Hemos obtenido los
mismos resultados que otros investigadores citados en el párrafo anterior en corteza cerebral y
otras zonas del sistema nervioso central. Y por primera vez detectamos un fuerte marcaje en
los núcleos supraóptico y paraventricular (Clement et al., 1.995, 1.997), indicando que existe
una fuerte matriz extracelular de componentes altamente cargados negativamente. Siendo el
tipo de marcaje similar a lo que describen otros autores como redes perineuronales de tipo
difuso (H^.rtig et al., 1.994).
Se estudiaron las redes perineuronales cargadas positivamente con el método del
hierro coloidal a pH 8.0 por el Profesor Murakami et al. (2001). Estos investigadores las
llaman redes perineuronales catiónicas debido al pH con el que se tiñen. Aparecen estas
estructuras alrededor de la sinapsis, depositándose el colorante en la matriz extracelular.
Según la bibliografia son los primeros que han detectado redes perineuronales a dicho px
(Celio et al., 1998; Yamaguchi, 2000). Parece ser que las neuronas marcadas con este método no son
idénticas a las neuronas marcadas con el hierro coloidal clásico a pH 4.0 ó 5.0. Estos autores
postulan que estas estructuras serían más numerosas de lo que en un principio se podría creer.
Pues a las ya clásicas redes perineuronales en las que la mayoría de sus componentes serían
compuestos aniónicos (Murakami et al., 1986), se tendrían que sumar otras redes en las que
gran parte de los constituyentes tendrían que ser catiónicos (Murakami et al., 2001).
Por tanto, parece demostrarse que las redes perineuronales no sólo son muy
heterogéneas en la composición de una sólo de estas estructuras, sino también que pueden
existir dos redes perineuronales distintas compuestas por constituyentes diferentes. Ello puede
explicar el inexistente marcaje de la aglutinina de la Wisteria fZoribunda en los núcleos
supraóptico y paraventricular (Clement et al., 1.997, 2.000), siendo positivo el resto de
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marcaje en estos núcleos. Una composición altamente especializada de la matriz extracelular
dependiendo de la zona funcional y de la actividad de ésta. Otro ejemplo lo tenemos en el
trabajo de Murakami y col. (1.999) en el que detectan redes marcadas con azul de metileno y
no con la aglutinina de la Wisteria fZoribunda no siendo la correlación completa.
Según nuestros resultados, existen zonas en las que no encontramos redes
perineuronales clásicas, como las que se marcan con la aglutinina de la Wisteria fZoribunda,
pues parece ser que sólo marcaría las de carácter aniónico. Sin embargo, en el núcleo
supraóptico y paraventricular se encuentra marcaje de diferentes condroitín sulfatos, descritos
como marcadores de redes perineuronales (Híi.rtig et al., 1.994). Denotando marcaje en estos
núcleos, como redes perineuronales difusas. En los resultados se describe el marcaje que
poseen estos núcleos con el hierro coloidal a pH 4.0, luego se podría enmarcar dentro de lo
que se está llamando actualmente redes perineuronales difusas aniónicas. Las células de
Purkinje en la corteza del cerebelo muestran poca reacción al método de hierro coloidal o
fucsina paraldehído (Murakami et al., 1996; Seeger et al., 1994). Otros autores demostraron
que dichas células son reactivas a dichos métodos cuando se intensifican con el método de la
plata de Bodian (Murakami et al., 1997; Hong et al., 2000) así como también aparece doble
marcaje en neuronas de los núcleos cerebelares que se tiñen con el método del hierro coloidal
y tienen calbindina D28k (Ohtsuka et al., 2000). Además también confirmaron la existencia
de glucoproteínas de superficie celular que unen la aglutinina de Vicia villosa. Debido a estos
últimos avances en la histoquímica del hierro coloidal, es posible que en lugares que no
teníamos marcaje especialmente fuerte, tengamos que afinar la técnica con la plata de Bodian.
O incluso, tener que probar la existencia o no de redes perineuronales catiónicas con dicha
técnica con el hierro coloidal a pH 8.0.
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También hemos detectado abundante marcaje de matriz extracelular en zonas
pró^mas a los núcleos magnocelulares estudiados. Por ejemplo, en sustancia blanca, el
quiasma óptico presenta marcaje de matriz extracelular de forma puntuada. Esta morfología
punteada aparece entre las vainas de mielina. Luego se observa gran cantidad de marcaje de
matriz e^racelular de proteoglucanos y tenascina en los nodos de Ranvier. Otros
investigadores también han encontrado marcaje con distintos marcadores de matriz
extracelular en los nodos de Ranvier en otras zonas diferentes no hipotalámicas de sustancia
blanca de sistema nervioso central (Brŭckner et al., 1.993; 1.996; 1.998, 1.999, 2.000, 2.001;
Derouiche et al., 1.991, 1.996; Kóppe et al., 1.997). La detección puntual en estas zonas
denota una función relacionada siempre con la conducción del impulso nervioso. En estas
áreas puede tener un papel de creación de un microambiente protector para el tránsito rápido
de iones por el carácter polianiónico de sus componentes.
Otra zonas muy bien provistas de gran cantidad de matriz e^racelular han sido las
limitantes del sistema nervioso central. Encontramos abundante matriz e^racelular en la
limitante interna, periférica al epéndimo observada a la vez que el núcleo paraventricular, y
también en la limitante externa, bordeando el límite del tejido nervioso con las meninges en la
zona de fibras del núcleo supraóptico. La zona del epéndimo en la mayoría de los compuestos
de matriz extracelular estudiados aparecía bien marcada. Con más intensidad en los primeros
estadios de la ontogenia, y paulatinamente con la edad iba disminuyendo hasta que quedaba
marcado más o menos permanente en el tiempo. Algunas veces formaba una lámina de
marcaje en la base de los ependimocitos. Este marcaje se podría relacionar con las
prolongaciones de los astrocitos pró^mas que podrían sintetizar matriz e^racelular
abundante para crear un tamiz tridimensional e impedir el paso de sustancias libremente.
178
Discusión
La glía limitante ventral, subyacente al núcleo supraóptico, incluye una población de
astrocitos que extienden sus prolongaciones hacia las zonas dendríticas y de cuerpos celulares
de las neuronas magnocelulares (Salm y Hatton, 1.980; Salm et al., 1.985; Singleton y Salm,
1.996). Esta zona de fibras del núcleo supraóptico tiene gran cantidad de matriz extracelular.
Y se mantiene abundante durante toda la vida del animal. Es una zona donde existe gran
cantidad de sinapsis. La función principal de la matriz extracelular en este caso sería la de
promover y estabilizar las sinapsis según las situaciones. Es sabido que en esta zona existe
gran plasticidad estructural por parte de los astrocitos y sináptica por parte de las neuronas
(Theodosis et al., 1.989; 1.996; Singleton y Salm, 1.996), así como plástica en función de
cantidad de marcaje de matriz extracelular según la activación fisiológica (Theodosis et al.,
1.989, 1.996, 1.997; 1.999). Por ello, la matriz extracelular se encargaría de permitir la
plasticidad manteniendo unas características próximas o similares a las que tenía el resto de
sistema nervioso central durante los primeros estadios de la ontogenia.
No sólo se mantiene gran cantidad de matriz extracelular en el núcleo supraóptico sino
que cambia la expresión por activación fisiológica de dicho núcleo produciendo más cantidad
de tenascina (Singleton y Salm, 1.996). En nuestros resultados también detectamos un
aumento en la cantidad de tenascina en el núcleo paraventricular de ratas lactantes al igual que
los autores anteriores encontraban mayor expresión en ratas deshidratadas y rehidratadas.
También hemos detectado una considerable concentración de matriz extracelular en la
periferia de los vasos sanguíneos, observándolo en microscopía óptica. Pero cuando hemos
estudiado este marcaje a microscopía electrónica hemos podido comprobar que el marcaje se
sitúa alrededor de la lámina basal de los vasos y rodeando las prolongaciones astrocitarias
próximas. Parece ser que cuanto más grande es el calibre del vaso sanguíneo, más intenso es
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el marcaje detectado. En este caso, la matriz extracelular podría tener una función similar a la
propuesta en la zona periependimaria. Podría establecerse una matriz con una estructura
tridimensional que impediría la libre difusión de sustancias, actuando como un filtro selectivo
evitando el paso de sustancias dañinas para el sistema nervioso, y a su vez evitando la salida
de compuestos necesarios para el normal desarrollo de las funciones neuronales.
Todos los núcleos son marcados con casi todos los anticuerpos que hemos utilizado
contra los distintos componentes de matriz extracelular. De forma que cada núcleo, aunque
con función previamente documentada distinta, posee básicamente los mismos componentes
de matriz extracelular. Si bien, es posible que algún anticuerpo en particular tenga mayor
inmunorreactividad con un núcleo que con otros.
Se detecta con el marcaje que nos proporciona la aglutinina de la Wisteria fZoribunda
algo interesante. A pesar de que esta lectina marca grandes áreas del tejido nervioso, hemos
comprobado que el núcleo supraóptico y paraventricular son negativos para su tinción. Esta
lectina se ha descrito como marcadora de proteoglucanos condroitín sulfatos y redes
perineuronales por numerosos autores (H^rtig et al., 1.995; 1.999, 2.001; K^ppe et al., 1.997).
Pues en sus experimentos han observado que después del tratamiento con condroitinasa ABC
desaparece el marcaje de la lectina Wisteria fZoribunda. Pero es obvio que no debe marcar
estos proteoglucanos pues nosotros obtenemos buen marcaje de proteoglucanos condroitín
sulfato de todos los tipos, 0, 4 y 6, tanto en el núcleo supraóptico como en el núcleo
paraventricular, y por el contrario el marcaje en estos núcleos para la aglutinina de la Wisteria
floribunda es negativo. Las razones por las que ocurra esto podrían ser porque sean
provocadas por las funciones específicas de este núcleo. Puede ser que para la función
neurosecretora directa en la neurohipófisis o por su plasticidad, sea necesario no tener estos
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radicales de N-acetil galactosamina a la que se une esta lectina, o también no poderse unirse a
ella por estar unida a otra sustancia.
Sin embargo, en el núcleo magnocelular preóptico tenemos buen marcaje de matriz
extracelular con proteoglucanos condroitín 0 y 6-sulfato obteniendo la imagen de las redes
perineuronales clásicas. Este marcaje obtenido se colocaliza con el de la aglutinina de la
Wisteria floribunda. Con el marcaje de proteoglucano condroitín 4-sulfato no aparece este
tipo de marcaje, confundiéndose en este núcleo con el del neuropilo. Por lo que se propone
que los marcajes de dicha aglutinina y los proteoglucanos condroitín sulfato son
independientes, pudiendo coincidir o no en determinadas ocasiones.
Determinados autores proponen que el marcaje de la aglutinina de la Wisteria
fZoribunda no está relacionada con las redes perineuronales (Murakami et al., 1.995; 1.999;
2.001). Estos autores proponen, fruto de numerosos experimentos con digestiones
enzimáticas, que se unan a glucoproteínas de superficie celular de las neuronas. Sin embargo
otros autores demuestran con estudios de microscopía electrónica que agregados de esta
lectina se unen a la zona de matriz extracelular que rodea a las neuronas pero que en ningún
caso se une a la superficie celular de estas células (H^rtig et al., 1.999). Aparte de la detección
de la N-acetil galactosamina que es capaz de detectar la aglutinina de la Wisteria fZoribunda,
también aparecen en las redes perineuronales sustancias como N-acetil glucosamina y a-
manosa (Beneyto et al., 1.999).
En el núcleo magnocelular preóptico se detectaron redes perineuronales de tipo clásico
en forma de red. Ya se ha detectado este tipo de marcaje en este núcleo por otros autores
(Briickner et al., 1.993), pero con la histoquímica del hierro coloidal. Nosotros corroboramos
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estas observaciones con las nuestras con dicha histoquímica y también con lectinas como la
de Wisteria fZoribunda, así como con el uso de anticuerpos contra proteoglucanos 0-sulfato y
6-sulfato observándose dichas estructuras. Suponiendo que son las mismas redes sobre las
mismas neuronas, podríamos decir que estas estructuras están compuestas por distintos
componentes, tal y como dicen varios autores, y no por la acumulación o alta densidad de un
único compuesto de matriz extracelular alrededor de estas neuronas.
Los proteoglucanos son conocidos por formar un gel hidratado que al estar
negativamente cargado retiene numerosas moléculas de agua (Alberts y col., 1994). Esta
formación gelatinosa de tejido actúa como una selectiva criba reguladora de paso de
moléculas según su tamaño y carga (Hall et al, 1996; Taguchi et al., 2000). Por ello, se
refieren a las redes perineuronales de proteoglucanos como una barrera perisináptica
(Murakami, 1994).
A1 tratar con la enzima condroitinasa ABC destruyendo los condroitín sulfato
proteoglucanos en hipocampo, se comprueba que se afecta la plasticidad neuronal por
potenciación a largo plazo (Bukalo et al., 2001). Por lo que si se destruyen las redes
perineuronales de estas neuronas, se ven afectadas funcionalmente en la plasticidad. De ello
se deduce que estas estructuras son necesarias para que exista dicha función. Los núcleos
supraóptico y paraventricular se caracterizan por la plasticidad de sus astrocitos y neuronas
(Theodosis et al., 1.997, 1.999) en adultos. Y también hemos detectado gran cantidad de
marcaje de condroitín 0, 4 y 6 sulfato proteoglucano, queratán sulfato proteoglucano y
tenascina en este trabajo. Es posible que la fuerte concentración de dichas sustancias de matriz
extracelular sea necesaria para mantener funcional la plasticidad que existe en estos núcleos y
de esta forma conservar de forma óptima su función.
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Se hicieron numerosos experimentos de dobles marcajes con distintos marcadores y
con la aglutinina de la Wisteria fZoribunda, utilizando técnicas de fluorescencia. Se
observaron dobles marcajes de la aglutinina y parvalbúmina. Esta colocalización no fue
completa. Es decir, existían neuronas inmunorreactivas para parvalbúmina y negativas para la
aglutinina. Sin embargo, todas las neuronas marcadas con la aglutinina contienen
parvalbúmina. Estos resultados se obtuvieron en el núcleo magnocelular preóptico al igual
que otros autores en otras zonas del cerebro (Riedel et al., 2.002; H^rtig et al., 1.992; Brauer
et al., 1.993, 1.995; Brŭckner et al., 1.995; Morris y Henderson, 2.000). Sin embargo, en los
núcleos supraóptico y paraventricular no se detectaba marcaje con esta aglutinina. Estas
observaciones de colocalizaciones en el núcleo magnocelular preóptico ya han sido descritas
con idénticos resultados en otros núcleos y en corteza cerebral por diversos autores. Al igual
que ocurría en dichos trabajos, la colocalización de las redes perineuronales de tipo clásico en
forma de red con la aglutinina de la Wisteria fZoribunda y la parvalbúmina no es completa. Es
posible que para que las neuronas posean una red perineuronal de tipo clásico en forma de red
es necesario que exista gran cantidad de terminales de N-acetil galactosamina.
Las neuronas de los núcleos supraóptico y paraventricular contienen otra proteína
ligante de calcio distinta de la parvalbúmina, la calretinina. Los dobles marcajes realizados en
este trabajo han dado como resultado la correlación negativa entre redes perineuronales de
tipo clásico y neuronas que contienen calretinina. Puede ser que las neuronas que contienen
esta proteína no necesiten tener en la matriz extracelular la presencia de los radicales de N-
acetil galactosamina que detecta la aglutinina de la Wisteria fZoribunda. Aparentemente se da
una correlación negativa. Esta correlación negativa también ha sido encontrada por otros
autores en otras partes del sistema nervioso central (Murakami et al., 2.001), y también en
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ganglios basales (H^rtig et al., 2.001) . Se comprobó que las neuronas que contenían
calretinina como proteína ligante de iones calcio no tenía ninguna en su superficie redes
perineuronales detectadas (Adams y col., 2.001).
Experimentos realizados de doble localización con redes perineuronales y acetil colina
transferasa tienen una correlación negativa. Idéntico resultado obtienen otros autores en otras
áreas del sistema nervioso central como telencéfalo impar, tálamo y tronco cerebral (Adams et
al., 2.001; Hobohm et al., 1.998). Parece ser que la ausencia de redes perineuronales y la
expresión de características fisiológicas de baja actividad neuronal están relacionadas, como
ocurre en las neuronas colinérgicas. Sin embargo, otros autores (Paul y Ulfig, 1.998) han
encontrado neuronas que tienen colocalización de acetil colina transferasa y calretinina en el
núcleo basal de Meynert, que contienen redes perineuronales de tipo clásicas. Este caso
parece ser una excepción, no siendo habitual encontrar estas estructuras de matriz extracelular
en neuronas colinérgicas, y en las que expresan calbindina como proteína ligante de calcio.
Llama la atención en las colocalizaciones de la aglutinina de la Wisteria fZoribunda
con la proteína gliofibrilar ácida y glutamina sintetasa, ambos marcadores de astrocitos. Las
zonas donde se detecta fuerte marcaje de esta aglutinina, se corresponden con menor marcaje
de dichas sustancias típicas de astrocitos. Parece existir una correlación negativa no total. Esto
ocurre en el núcleo supraóptico y el núcleo paraventricular, donde encontramos fuerte marcaje
de los marcadores de astrocitos y una detección nula de la aglutinina. Y al contrario sucede
con el núcleo magnocelular preóptico, con fuerte marcaje de la aglutinina, pero muy escaso
marcaje de los marcadores astrogliales. Es posible que la función que realice la matriz
extracelular creando un microambiente protector y funcional, sea sustituida por otro tipo de
matriz extracelular no detectable por la aglutinina como se pone de manifiesto con el marcaje
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de otros componentes de matriz, y que esté fuertemente asociado a la actividad de los
astrocitos, tal y como muestra la fuerte imnunorreactividad de sus marcadores.
Los dobles marcajes realizados con la proteína gliofibrilar ácida, marcador de
astrocitos, y la aglutinina de la Wisteria fZoribunda, marcador de las redes perineuronales,
muestran una íntima relación. Algunos autores (Bl ŭmcke et al., 1.995; Derouiche et al., 1.996)
han estudiado la relación entre prolongaciones gliales y redes perineuronales demostrando que
se trata de estructuras diferentes. Además han podido comprobar que cada astrocito puede
contactar con varias redes perineuronales , y a la inversa, cada red perineuronal puede estar en
contacto con varios astrocitos. En nuestros resultados se observa cómo el marcaje de las
prolongaciones de los astrocitos es sinuoso entre las oquedades de las redes perineuronales.
Resultados similares son obtenidos por otros autores (Viggiano et al., 2.000). En su trabajo
concluyen con la existencia de dos estructuras concéntricas de las redes perineuronales. Una
externa consistente en terminaciones astrogliales, llamadas redes perineuronales gliales. Y
otra interna compuesta por matriz extracelular, llamada redes perineuronales de matriz
extracelular. Con la definición de ambos tipos de redes perineuronales estamos de acuerdo en
este trabajo, puesto que sin la existencia de una, no podría formarse la otra. Los astrocitos y
también las neuronas poseen en su interior y en la superficie de su membrana compuestos de
matriz extracelular tal y como se demuestra con las imágenes de microscopía electrónica de
marcaje con oro coloidal de dichos compuestos. Otros autores también han demostrado que
secretan compuestos como condroitín sulfato y tenascina los astrocitos (McKeon et al.,
1.995), compuestos que forman parte de las redes perineuronales (Celio, 1.993; H^rtig et al.,
1.994) y que posiblemente unen la aglutinina de la Wisteria fZoribunda (Briickner et al.,
1.993; 1.996).
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Los resultados de los dobles marcajes de glutamina sintetasa y la aglutinina de la
Wisteria fZoribunda dan como resultado en nuestros experimentos una relación interesante.
Las redes perineuronales de tipo difuso detectadas en los núcleos supraóptico y
paraventricular no son detectadas con esta aglutinina pero sí con marcaje contra
proteoglucanos condroitín sulfato. En estos núcleos el marcaje de la glutamina sintetasa es
muy intenso, siendo más en el núcleo supraóptico. Sin embargo, en el núcleo magnocelular
preóptico, donde obtenemos redes perineuronales de tipo clásicas, el marcaje de glutamina
sintetasa es muy moderado. De esta forma aparece una correlación positiva entre las redes
perineuronales de tipo difuso y el marcaje con la glutamina sintetasa. Así, existe una
correlación negativa entre el marcaje de las redes perineuronales de tipo clásico y el de la
glutamina sintetasa. Parece como si donde existieran redes clásicas, no haría falta una
presencia tan acusada de prolongaciones astrocitarias. Y donde existen redes difusas, es
necesaria la presencia de gran cantidad de prolongaciones de astrocitos. Desde este punto de
vista se podría decir que las redes perineuronales de tipo clásicas confieren tan alta protección
a la neurona que no es necesaria la presencia de un gran número de astrocitos asistiendo a la
neurona. Y que cuando existen las redes perineuronales difusas, no confieren mucha
protección a las neuronas y necesitan una fuerte presencia astrocitaria.
Con el doble marcaje de la proteína gliofibrilar ácida y la aglutinina de la Wisteria
fZoribunda encontramos una situación parecida a la que se daba para la glutamina sintetasa.
Los resultados obtenidos apoyan la hipótesis de mayor protección de las neuronas por parte de
los astrocitos cuando existen redes perineuronales difusas.
En el marcaje de matriz extracelular en general, y en el de las redes perineuronales, en
particular, existe gran heterogeneidad en la distribución de los componentes alrededor de las
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células. Los proteoglucanos y glucoproteínas organizados en una red tridimensional pueden
influir en la difusión de neurotransmisores desde células nerviosas. Asimismo, las fuertes
cargas negativas de sus componentes polianiónicos, glucosaminoglucanos, pueden activar las
redes como cambiador de cationes (H^rtig et al., 1.999; 2.001). Todo lo anterior podría
explicar las diferencias locales en la composición de las redes perineuronales de la matriz
extracelular modulando la velocidad y distancia de difusión de sustancias para su volumen de
transmisión (Nicholson y Syková, 1.998).
Según nuestros resultados de inmunodetección a microscopía electrónica encontramos
marcajes tanto en neuronas y astrocitos, como en matriz extracelular. En cultivos de neuronas
y astrocitos, entre los dos son capaces de sintetizar los compuestos necesarios para sintetizar
redes perineuronales similares a las que se observan en tejidos (Briickner y Grosche, 2.001).
Otros autores también han encontrado que tanto astrocitos como neuronas son capaces de
sintetizar condroitín sulfato proteoglucanos (Lander, 1.998; Oohira et al., 2.000). Estos
autores identifican la expresión de varios tipos de condroitín sulfato proteoglucanos lecticanos
describiendo a lo largo del desarrollo la expresión de cada uno de ellos bioquímicamente en el
cerebro. Los datos de estos autores coinciden con los nuestros cuando demuestran que durante
la ontogenia se expresan más cantidad y tipos de condroitín sulfato proteoglucanos que en
adulto. Nuestros resultados indican que existe gran cantidad de matriz extracelular durante los
primeros estadios de la ontogenia, que paulatinamente va disminuyendo en el neuropilo hasta
quedarse en un punto en el que prácticamente desaparece. Y se conservará de esta forma
durante la vida adulta. Sin embargo, en los núcleos estudiados donde existen redes
perineuronales, el marcaje de matriz extracelular no disminuye tan drásticamente como se
describe en el neuropilo, y se conserva en forma de red perineuronal.
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Distintos autores han descrito la existencia de marcaje de proteoglucanos en el
citoplasma de neuronas y astrocitos en cerebro de ratones adultos (Matsui et al., 1.998). Este
marcaje se distribuía preferentemente en el interior celular más que en la matriz extracelular.
Estos resultados obtenidos por otros autores apoyan los obtenidos en este trabajo, pues
obtenemos gran cantidad de marcaje en el citoplasma celular tanto de neuronas como de
astrocitos. Y en algunos casos, la mayoría del marcaje detectado en nuestros experimentos
aparece en el citplasma.
La relina es una proteína de matriz extracelular, y está implicada en la migración
neuronal y en el crecimiento de neuritas (D'Arcangelo et al., 1.995). Se ha visto que existe
gran concentración de relina en corteza cerebral adulta en interneuronas gabaérgicas. La relina
se libera extracelularmente desde los terminales axónicos o por dendritas de interneuronas
corticales. Puede ser anclada a la estructura de matriz extracelular y expresada como
componentes de las redes perineuronales. Conectando las dendritas por moléculas de adhesión
neurona-sustrato a las redes perineuronales desde receptores de integrinas. (Pesold et al.,
1.999). De la misma manera que la relina sería expulsada a la matriz extracelular en las
proximidades de las sinapsis, pueden ser secretados los compuestos estudiados de condroitín
0, 4 y 6 sulfato al medio. De esta forma serían transportados tanto por prolongaciones de
astrocitos, como por dendritas o axones de las neuronas, y secretados en el medio extracelular
en las proximidades de las sinapsis, acumulándose en gran concentración, para formar las
redes perineuronales.
El marcaje con proteoglucano condroitín 0-sulfato es detectado en el citoplasma del
astrocito, en distintos orgánulos. Pero sobre todo y en gran cantidad en neuronas. Las
neuronas tienen marcaje además de en el soma, en dendritas y en las vesículas de secreción en
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los axones. En la matriz extracelular se sitúa en forma de "parches", es decir, gran
concentración de marcaje en un área más o menos limitada. Estaría en íntima relación con
determinadas zonas de las dendritas y en determinados vasos sanguíneos.
El marcaje con proteoglucano condroitín 4-sulfato es detectado en gran cantidad en el
astrocito. Bastante mayor marcaje que en neuronas. Aparece en el pericarion y varios
orgánulos. En la superficie externa de membrana plasmática y en prolongaciones se acumula
gran cantidad. Sobre todo en prolongaciones que rodean algunas dendritas y sinapsis. En
neuronas aparece en determinadas zonas del citoplasma que rodea al núcleo. En la matriz
extracelular está más homogéneamente distribuido comparado con el marcaje del
proteoglucano condroitín 0-sulfato, en las zonas que existe. En la misma neurona puede
aparecer en una parte de su superficie y en otra próxima no. Se trata de un marcaje poco
homogéneo y denota polarización del marcaje de matriz extracelular en la neurona. El
marcaje que otros autores detectan de la aglutinina de la Wisteria fZoribunda es muy parecido
al que se detecta en este trabajo con el proteoglucano condroitín 4-sulfato. Aparece marcaje
por fuera de las neuronas y no está directamente asociado con las superficies neuronales.
También se detectaba asociado a la superficie de dendritas y en espacios extracelulares
(H^rtig et al., 1.999). Y su distribución es muy repartida no concentrándose en determinadas
zonas como el proteoglucano condroitín 0-sulfato. Sin embargo no hemos encontrado marcaje
de esta lectina en los núcleos supraóptico y paraventricular. Y sí hemos encontrado marcaje
de los otros proteoglucanos condroitines. Por lo que se puede decir que la aglutinina de la
Wisteria fZoribunda se une a compuestos diferentes de los condroitines, por lo menos, los que
hemos usado en este trabajo. Sin embargo, algunos autores no están de acuerdo y proponen a
esta lectina como marcador de proteoglucanos condroitín sulfato (H^rtig et al., 1.995; 1.999;
2.001). Aunque también hay numerosos autores que propugnan que dicha aglutinina se une a
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distintos compuestos que los condroitín sulfatos proteoglucanos (Murakami et al., 1.999;
2.001).
El marcaje con proteoglucano condroitín 6-sulfato es menos abundante que el de los
condroitines 0 y 4 sulfato proteoglucanos. Aparece sobre todo en el citoplasma de las
prolongaciones de astrocitos. Menos abundante en retículo endoplásmico rugoso y localmente
abundante en gliofilamentos. En las neuronas aparece fundamentalmente en la membrana de
las vesículas de secreción en los axones, por la cara del citoplasma. También aparece de
forma menos abundante en el citoplasma de las dendritas. En matriz extracelular el marcaje lo
situamos en la superficie de las membranas plasmáticas de las prolongaciones de astrocitos y
dendritas.
Otros autores (Lander et al., 1.998) han encontrado marcaje de proteoglucanos
condroitín sulfato en la superficie de neuronas, así como intracitoplásmicamente. Se
demuestra con doble marcaje que el proteoglucano Cat-315 está sintetizado en el aparato de
Golgi neuronal. Por lo que proponen que la neurona participa en la síntesis de matriz
extracelular.
El marcaje de los gránulos de secreción que obtenemos con inmunodetecciones de
proteoglucanos condroitín sulfatos a microscopía electrónica, es similar al obtenido por otros
autores detectando componentes de matriz extracelular, como por ejemplo a-manosa
(Beneyto et al., 1.999). Dichos autores detectaron a-manosa en la superficie neuronal, tal y
como nosotros detectamos los proteoglucanos condroitín 4-sulfatos y en gránulos de
secreción. Con lo que proponen que son sintetizados por las neuronas. Además, otros
componentes de matriz extracelular integrantes de las redes perineuronales como tenascina,
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hialuronato y versicán ha sido demostrado ser producido por la glía (Grumet et al., 1.985;
Asher y Bignami, 1.991; Le Baron, 1.996).
Asimismo podríamos inferir que los tres tipos de condroitín sulfato detectados en
nuestro trabajo son sintetizados tanto por astrocitos como por neuronas. Si bien con pequeñas
diferencias en el porcentaje de síntesis de cada uno. De esta forma según nuestros resultados,
dado que encontramos más cantidad de marcaje en neuronas que en astrocitos de
proteoglucanos condroitín 0-sulfato, se puede inferir que la célula que sintetiza
principalmente este compuesto es la neurona. Sin embargo, debido a que se encuentra más
cantidad de marcaje en astrocitos que en neuronas de proteoglucanos condroitín 4-sulfato y 6-
sulfato, podemos decir que es el astrocito el principal productor de estos compuestos de
matriz extracelular. Se sugiere que astrocitos y neuronas son capaces de sintetizar dichos
compuestos, pero lo hacen en distinta proporción.
2.- Matriz extracelular en el desarrollo
La conocida complejidad química de las redes perineuronales en el cerebro en
desarrollo y maduro es resultado de la cerrada relación espacial entre las neuronas y glía
(Brauer et al., 1.982; 1.984; Briickner et al., 1.993; Derouiche et al., 1.996; H^rtig et al.,
2.001), y su interactiva contribución a la producción de los diferentes constituyentes de la
matriz extracelular (Briickner et al., 1.993; Yamaguchi, 2.000; Briickner y Grosche, 2.001).
La matriz extracelular está envuelta en numerosos procesos morfogénicos que se
encuentran acompañados por cambios en sus propiedades fisico-químicas y organización
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espacial. En el cerebro adulto contribuye a la comunicación celular y la regulación de
actividad neuronal.
La formación de zonas de matriz extracelular engrosadas localmente (Briickner et al.,
1.996), o redes perineuronales de matriz extracelular, están acompañadas por un
decrecimiento general en la fracción de volumen extracelular durante el desarrollo postnatal
(Van Harreveld, 1.972; Lehmenkŭhler et al., 1.993; Kóppe et al., 1.997). Y según nuestros
resultados estamos de acuerdo en todos los marcajes estudiados de proteoglucanos de matriz
extracelular, pero no ocurre esto mismo con proteínas de matriz extracelular como la
tenascina, que tiene una progresión contraria.
En trabajos previos, se ha establecido y aceptado que existe un desarrollo de las redes
perineuronales de matriz extracelular siguiendo un gradiente caudo-rostral de diferenciación
en ratas (Fujita y Kudo, 1.992; Bignami et al., 1.993; Wintergerst et al., 1.996; K^ppe et al.,
1.997). Este marcaje sigue el camino similar al de la maduración y el comienzo del
cumplimiento de las funciones neuronales. De esta forma alrededor de los 7 días postnatales
aparecen estas estructuras en el tronco encefálico como en el núcleo gigantocelular reticular,
núcleo del cuerpo trapezoide y núcleo rojo. En el estadio P14 aparece en corteza cerebral. Y
en el P35 aparece una distribución similar a adulto con una forma claramente recortada y baja
intensidad de marcaje en el neuropilo (Kóppe et al., 1.997). En nuestros estudios hemos
encontrado que los primeros indicios de redes perineuronales de tipo clásico que aparecen en
el hipotálamo coinciden con corteza cerebral alrededor del día 14 postnatal al igual que ocurre
con las redes de tipo difuso en el núcleo supraóptico y paraventricular. Si bien la bajada de
marcaje en el neuropilo del hipotálamo las detectamos antes, aproximadamente el día 21
postnatal. Con lo que se distinguen perfectamente estas estructuras. También en nuestros
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resultados cabe destacar que en el día postnatal 30, el marcaje del neuropilo circundante a los
núcleos estudiados es lo suficientemente bajo como para que se distingan con total claridad
las redes perineuronales.
Numerosos autores relacionan la aparición de las redes perineuronales de matriz
extracelular con la sinaptogénesis. Con lo que correspondería un periodo de acumulación
perineuronal de proteoglucanos condroitín sulfato como terminación de la plasticidad
sináptica relacionada con la estabilización de sinapsis (Sur et al., 1.988; Hockfield et al.,
1.990; Schweizer et al., 1.993). Otros datos, a la vez, muestran que la maduración de las redes
corresponden con el progreso de la mielinización (Jacobson, 1.963) en el sistema nervioso.
Durante todo el proceso del desarrollo, detectamos marcaje en todos los núcleos que lo
tienen, y en los que no lo tienen, como con la WFA, tampoco lo poseerán en el futuro. Es
decir, el marcaje va a permanecer constante, sin cambios de desaparición en áreas o de nuevas
apariciones en otras áreas. El hecho del establecimiento de las redes perineuronales tal y
como proponen otros autores previamente (Carlson y Hockfield, 1.996; Syková, 1.997),
ocurre con la adquisición de propiedades maduras de neuronas y células gliales. La matriz
extracelular queda de forma permanente, con características específicas regionales, con
heterogeneidad espacial y química del espacio extracelular. Pero para que todo lo anterior
ocurra, que se desarrollen las redes perineuronales, también tiene que existir una actividad
electrofisiológica establecida de disparo rápido en la neurona (K^ppe et al., 1997). Esta
actividad es máxima en el periodo de plasticidad sináptica. Y podría ser que las redes
perineuronales tengan un papel en la duración del periodo de plasticidad (Hockfield y col.,
1.990; Lander et al., 1.997). Sería coherente y explicaría los resultados obtenidos al
comprobar que el marcaje en las redes perineuronales de tipo difuso en el núcleo supraóptico
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y paraventricular, se mantiene en el tiempo. Está demostrado previamente por otros autores la
particularidad de acusada plasticidad sináptica en estos núcleos hipotalámicos (Theodosis et
al., 1.996; 1.997; 1.999).
Se ha demostrado que los glucosaminoglucanos de los proteoglucanos de matriz
extracelular sirven como modulador del crecimiento de las neuritas durante la formación de
redes perineuronales en la formación del sistema nervioso central durante el desarrollo. Y que
a altas concentraciones promueve el crecimiento de neuritas y a bajas concentraciones lo
inhibe (Oohira et al., 2.000). Por esta razón nos encontramos en los primeros estadios
estudiados gran cantidad de marcaje de matriz extracelular en el neuropilo alrededor de los
núcleos estudiados. Es necesario que exista esta cantidad para crear un ambiente favorecedor
al crecimiento de las neuritas y de esta forma favorecer las conexiones sinápticas que se
tienen que producir en el desarrollo postnatal. Una vez establecidas estas conexiones, la
matriz extracelular del neuropilo cambia al descender considerablemente. El ambiente ahora
es inhibidor para crecimiento de neuritas. El establecimiento de las conexiones ha terminado.
Y es la hora de que maduren y sean funcionales. Sin embargo, queda en determinadas zonas
gran cantidad de matriz extracelular como por ejemplo en las redes perineuronales tanto de
tipo clásico, como de tipo difuso. En estas zonas especiales es necesario estos compuestos
para mantener un microambiente favorable y plástico para la neurona. Pues sin este ambiente
no se podría tener la plasticidad observada en los núcleos supraóptico y paraventricular. Otros
autores detectan sustancias como el ácido polisiálico que aparece en la matriz extracelular
durante el desarrollo y después sólo permanece en zonas donde existe mucha plasticidad,
como en el sistema neuro-hipofisario hipotalámico (Bonfanti et al., 1.992; Theodosis et al.,
1.999). Estos mismos resultados hemos obtenido nosotros en la misma zona para otros
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componentes de matriz extracelular estudiados en este trabajo, como son los proteoglucanos
condroitín 0, 4, 6-sulfato, queratán sulfato y tenascina.
El marcaje que detectamos de tenascina se incrementa con el tiempo, al contrario de lo
que sucede con los diferentes tipos de proteoglucanos detectados en este trabajo. El marcaje
de tenascina tiene un máximo alrededor de la tercera semana de vida, alrededor del día 21
postnatal, coincidente con la maduración funcional de la neurona y el final de la plasticidad
sináptica. Puede formar un complejo en la superficie de neuronas maduras provocando un
efecto de barrera contra las sinapsis defectuosas o no válidas en formación (Hagihara et al.,
1.999), de esta manera, puede estabilizar las sinapsis establecidas. Ello es coincidente con que
las redes perineuronales no aparezcan en el desarrollo, sino que aparezcan coincidiendo con la
maduración funcional y estabilización de las redes neuronales (Celio y Bliimcke, 1.994). El
aumento de la tenascina en el espacio extracelular provoca la unión de lecticanos como
versicán, agrecán y brevicán (Hagihara et al., 1.999), que son piezas fundamentales en la
organización tridimensional de las redes perineuronales. La tenascina está sintetizada tanto
por células gliales, astrocitos y oligos, como por neuronas, y se le considera un eslabón
fundamental en la estructura de las redes perineuronales (Weber et al., 1.999) al ser capaces
de unir compuestos como versicán (Aspberg et al., 1.995), fosfacán (Xiao et al., 1.997; Milev
et al., 1.998) así como hialuronectina (Hall et al., 1.993; 1.995) presentes todos ellos en dichas
estructuras.
En los primeros estadios el marcaje de todos los anticuerpos suele ser bastante intenso,
se distribuye más o menos por todas las áreas del sistema nervioso y lo mismo ocurre en el
hipotálamo. Es importante la aparición de esta matriz extracelular para el desarrollo de
conexiones entre las células. En los primeros días postnatales tiene que haber gran cantidad de
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espacios sin células, "libres" para que haya espacio para el crecimiento de prolongaciones.
Estos espacios "libres" son ocupados por matriz extracelular que es permisible para el
crecimiento.
Según se avanza en el desarrollo, se observa un descenso generalizado de matriz
extracelular muy acentuado que llega a su máximo alrededor del día 14. Ello coincide con que
el cerebro del animal alcanza su tamaño adulto. Se supone que las prolongaciones han dejado
de crecer y han llegado a sus dianas. Por lo que ya no necesitarían de matriz extracelular
permisiva para que crearan un ambiente propicio para el crecimiento neurítico. También es
lógico que cuando van dejando de crecer las prolongaciones porque ya han llegado a su
destino, la matriz extracelular que queda es menor. Por lo que coincide con lo que
observamos, un descenso generalizado de matriz extracelular. Sin embargo, si observamos los
núcleos hipotalámicos supraóptico y paraventricular, no se detecta decrecimiento en el
marcaje. Esta inmunorreactividad se conserva, teniendo un aspecto descrito como redes
perineuronales difusas (H^rtig et al., 1.995; 2.001). Y va a permanecer así casi durante toda la
vida del animal. Pero én el núcleo magnocelular preóptico el marcaje difuso de matriz
extracelular se pierde a la vez que se conserva el inmediato a la superficie de la membrana
plasmática de las neuronas que poseen las redes perineuronales clásicas. Estas observaciones
coinciden con las de otros autores que citan la aparición de estas estructuras durante la
ontogenia en otras partes del sistema nervioso como corteza cerebral (Br ŭckner et al., 1.993;
H^rtig et al., 1.995; 2.001). Por ello se observa que siempre desde estadios postnatales donde
el marcaje de matriz extracelular es máximo, con el tiempo se pierde marcaje. Se conserva en
determinadas zonas o áreas en el tiempo. No se ha observado nunca incremento de marcaje en
ningún núcleo o área.
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Alrededor del día 14 se observa la aparición de mielinización de fibras. Ello coincide
con la apertura de los ojos de los animales y los primeros paseos fuera del nido. La cantidad
de matriz extracelular en este estadio, ya ha bajado mucho respecto al primer día postnatal.
Las prolongaciones han crecido y ya han llegado a su diana. Ahora se comenzarán a
establecer las conexiones definitivas y empieza a establecerse el final de la plasticidad
sináptica en la mayoría de las áreas. Aunque la plasticidad se conservará en otras como en el
núcleo supraóptico y paraventricular. En este estadio se empieza a establecer la matriz
extracelular adulta. En corteza cerebral empiezan a definirse el contorno alrededor de algunas
células, dando la imagen de redes perineuronales no clásicas, sin redes. Lo mismo ocurre en el
núcleo magnocelular preóptico, se define el contorno de algunas células.
Un cambio apreciable en la matriz extracelular alrededor de los días 14 y 21 se puede
observar. El marcaje general disminuye, y se observa que se define la matriz adulta. En este
tiempo se establecen las sinapsis definitivas. Y para su estabilización es necesaria la presencia
de una alta densidad de matriz extracelular en la superficie de la neurona tal y como
demuestran otros autores en otras áreas del sistema nervioso central como en corteza cerebral
(Hockfield et al., 1.990). A la vez que crea un microambiente polianiónico propicio para el
buen funcionamiento de estas células (Briickner et al., 1.993), sobre todo las que reciben gran
cantidad de información. Esto mismo ocurre en diferentes zonas, pero esta acumulación de
matriz extracelular sobre la superficie de la neurona no siempre tiene el mismo aspecto. Es
decir, nos encontramos con diferentes tipos de matriz extracelular. En corteza cerebral y en el
núcleo magnocelular preóptico, se definen unas redes perineuronales de tipo clásico con el
aspecto típico de red. Pero en los núcleos supraóptico y paraventricular, así como en el núcleo
reticular talámico (H^rtig et al., 1.994), el tipo de red que se define no tiene forma de red,
posee un contorno difuso.
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En el tiempo del estadio del día postnatal 21, se perfila ya el tipo de matriz
extracelular de adulto. Las neuronas que van a tener redes perineuronales se definen así como
las que no las tendrán. Ya que, como es sabido, no todas las células neuronales van a tener
redes perineuronales. Las que las tengan debido a la estabilidad de la matriz extracelular en
determinadas zonas es muy posible que las conserven en el futuro aunque no se sabe si las
redes perineuronales que se detectan en determinado número de neuronas son siempre las
mismas o puede aparecer con el incremento de actividad de una de estas células. En
experimentos de estimulación fisiológica de los núcleo supraóptico y paraventricular se
demuestra un incremento significativo de componentes de matriz extracelular, como
tenascina. Que cuando termina dicha estimulación, aparece de nuevo la misma cantidad de
marcaje de matriz extracelular (Theodosis et al., 1.997). Y por tanto, puede que las que no las
tienen, por estimulación fisiológica de estos núcleos podrían tenerlas.
Nuestros resultados coinciden con los de otros autores en el espacio de tiempo de
aparición de las redes perineuronales. Aparecen durante la ontogenia, desde el día 14 hasta el
21 en el hipotálamo. Similar a lo que ocurre en otras áreas del sistema nervioso central, como
en corteza (H^.rtig et al., 1.994; 1.995; 1.999).
La matriz extracelular alcanza su estado adulto definitivo, aunque con menor marcaje,
llegado el mes de vida. En esta edad se observa la matriz más definida, aunque todavía no
como en la forma adulta. El marcaje de matriz extracelular general ha bajado mucho, pero se
mantiene en determinadas zonas puntuales que se conservará durante toda la vida del animal.
El marcaje de matriz extracelular en forma de redes perineuronales, tanto de tipo clásico en
forma de red, como no clásicas de tipo difuso, son fácilmente identificables. La diferenciación
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de las redes perineuronales está en parte programada en el desarrollo del tejido cerebral y que
se mantiene en condiciones in vitro (Brŭckner y Grosche, 2.001), y en parte definida y
desarrollada por la actividad de la neurona que posea estas estructuras.
Luego, se podría decir que la formación de estas estructuras depende de dos factores,
uno genético, y otro ambiental. El factor genético aporta la información necesaria de en qué
área, en qué neurona y cuándo tienen que aparecer. Y el factor ambiental definirá su
desarrollo y su funcionalidad definitiva dependiendo de la actividad fisiológica que asuma
dicha neurona.
Se sabe que el núcleo supraóptico y paraventricular tienen mucha plasticidad, incluso
después del desarrollo, conservándose en adulto. En estos núcleos, la matriz extracelular
presenta un aspecto de redes perineuronales de tipo no clásico, sin red, que al estar tan juntas
las neuronas, se fusiona con la red de la otra célula neuronal próxima. Es muy probable que
presente esta textura debido a que es necesario conservar la plasticidad sináptica en este
núcleo y esa sea la razón por la que no se define un tipo de red más definido
morfológicamente como las redes perineuronales clásicas con forma de red. Es posible que
sea ésta la razón por la que el marcaje de matriz extracelular con la aglutinina de la Wisteria
fZoribunda sea negativa para los núcleos supraóptico y paraventricular. Sin embargo, se sabe
que existe otras áreas con plasticidad como corteza cerebral e hipocampo, y en ellas sí se da
este marcaje.
En las ratas viejas se producen pocos cambios en la matriz extracelular. La
distribución es prácticamente la misma que en adultos. En los núcleos, se aprecia un ligero
cambio. El marcaje que se mantiene, sin embargo, se hace menos difuso. Toma un aspecto
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más definido aumentando su textura granulosa. Esto ocurre significativamente en el núcleo
paraventricular, en la zona magnocelular, donde el marcaje de matriz extracelular alrededor
de estas neuronas tiene un recubrimiento muy granuloso destacado. Esta apariencia se da con
varios anticuerpos. También se puede destacar una bajada de marcaje generalizado en el
tejido nervioso comparado con los núcleos estudiados, donde se mantiene.
Otros autores también han encontrado disminución de matriz extracelular en corteza
cerebral. En particular un descenso en el marcaje de redes perineuronales (Hilbig et al., 2.002;
Rollenhagen et al., 2.001). Estos autores han podido comprobar que existe una disminución
de marcaje de la aglutinina de la Wisteria fZoribunda y HNK-1 asociada a la edad. Estos
cambios, estarían asociados a la edad, pero según estos autores, estos efectos revierten bajo un
ambiente enriquecido que les mantenga intelectualmente activos.
En nuestros experimentos observamos que el marcaje con esta aglutinina en el núcleo
magnocelular preóptico experimentaba un cambio de pérdida de marcaje en el neuropilo
rodeando a dicho núcleo. Las redes perineuronales de tipo clásico que aparecen, pasan de ser
algo difuminadas a tener un aspecto definido como lámina de tinción sobre la neurona y con
una textura granular. En los núcleos supraóptico y paraventricular que no se marcan con esta
lectina, también aparece un descenso de marcaje en los alrededores de los núcleos, en el
neuropilo. Y al igual que lo que ocurría con el núcleo magnocelular preóptico, el marcaje
alrededor de la neurona se define formando una lámina de tinción y toma un aspecto
granuloso.
En el núcleo supraóptico y paraventricular así como en el magnocelular preóptico, no
se encuentran diferencias en la matriz extracelular durante la lactancia respecto a la situación
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normal con ninguno de los anticuerpos probados. Sólo aparecieron diferencias en el marcaje
con anticuerpos contra tenascina en la que se observa un incremento de marcaje en
determinadas neuronas, tanto del núcleo supraóptico, como del núcleo paraventricular. Es
posible que al activarse estas neuronas por la lactancia, puedan sintetizar más cantidad de
tenascina los astrocitos que se sitúan próximos. Y ello redundaría en una protección ante el
aumento de actividad de estas neuronas excitadas fisiológicamente. Y, de esta manera, podría
preparar la matriz extracelular para los cambios que se producen en la activación. Estos
cambios están descritos por otros autores. Aparece un incremento en la extensión de haces
dendríticos (Perlmutter et al., 1.984); formación de sinpasis adicionales (Theodosis et al.,
1.981; Hatton y Tweedle, 1.982; Perlmutter et al., 1.984; Tweedele y Hatton, 1.984; Chapman
et al., 1.986); formación de uniones tipo GAP entre astrocitos (Cobbett y Hatton, 1.984;
Hatton et al., 1.987); y cambios en la cantidad de recubrimiento del astrocito, en el soma
neuronal, en dendritas o ambos. Y está demostrado que con la parada de estímulo se vuelve a
la situación anterior (Hatton, 1.990; Theodosis y Poulain, 1.993).
Otros investigadores también han encontrado diferencias en la detección de tenascina
en la matriz extracelular en el núcleo supraóptico (Singleton y Salm, 1.996). Detectando un
aumento en la cantidad de tenascina en la matriz extracelular cuando se estimulaba
fisiológicamente dicho núcleo con deshidratación y rehidratación. Los cambios acaecidos se
ha comprobado que son reversibles cuando cesa la estimulación, corroborando los datos
obtenidos por otros autores (Hatton, 1.990; Theodosis y Poulain, 1.993).
La tenascina es fundamental en la construcción de las redes perineuronales, pues se
encarga de interaccionar con diversos componenetes para construir la estructura
tridimensional. En el trabajo de varios autores (Weber et al., 2.002), muestran que estas
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estructuras se ven alteradas al quitarles la tenascina-R como componente. Las redes no se
forman correctamente, lo que incide seguramente en la velocidad de conducción del impulso
nervioso.
Zoa
••
• Conclusiones
•
•
• CONCLUSIONES
•
•
•
• 1°.- Hemos detectado la existencia de distintos componentes de matriz extracelular en los
•
• núcleos supraóptico, paraventricular y magnocelular preóptico en el hipotálamo de la rata,
•
• tales como: proteoglucanos condroitín 0, 4 y 6 sulfato, proteoglucano queratán sulfato,
•
^ tenascina, y otras sustancias como radicales sulfato, terminales a-D-manosil y a-D-glucosil,
•
^ así como terminales N-acetil D-galactosamina.
•
•
•
• 2°.- Estos componentes de matriz extracelular aparecen en gran cantidad en los primeros
•
• estadios postnatales.
•
•
• 3°.- Los componentes estudiados de matriz extracelular decrecen drásticamente en los
•
^ primeros veintiún días postnatales en el neuropilo y después más lentamente en el resto de la
•
• vida del animal. Sin embargo, se conserva el marcaje observado en las neuronas de los
•
• núcleos supraópticos magnocelulares.
•
•
•
• 4°.- No existen redes perineuronales de tipo clásico en los núcleos supraóptico y
•
• paraventricular, aunque sí de tipo difuso.
•
•
•
• 5°.- La aparición de redes perineuronales de tipo clásico ocurre alrededor del día 21 postnatal
•
• únicamente en el núcleo magnocelular preóptico, y sólo con algunos componentes de matriz
•
• extracelular como con aglutinina de la Wisteria floribunda y proteoglucano 0 y 6 sulfato.
•
•
•
^ 6°.- Las redes perineuronales, tanto clásicas, como difusas, toman aspecto maduro
•
^ aproximadamente desde los treinta días postnatales.
•
•
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•
A
•
•
7°.- Se apunta a una participación de la matriz extracelular en la funcionalidad diferenciada •
•
de estos núcleos. Las neuronas magnocelulares están rodeadas de gran cantidad de matriz ^
extracelular, más que en el resto del neuropilo, lo que posibilita un alto grado de plasticidad. ^
•
•
•
8°.- Existe pérdida de componentes de matriz extracelular en el hipotálamo de la rata con la •
•
vejez. Esta pérdida es más acusada en el neuropilo, pero también es muy patente en espacios •
•
perineuronales de los núcleos supraóptico, paraventricular y magnocelular preóptico. , w
•
•
•
9°.- Existencia de plasticidad en componentes de matriz extracelular por activación fisiológica •
•
de los núcleos supraóptico y paraventricular en ratas lactantes al aparecer mayor cantidad de ^
•
tenascina que en situación no lactante. No aparece este fenómeno con el resto de componentes ^
•
de matriz extracelular estudiados. ^
•
•
•
10°.- Aparece colocalización incompleta de neuronas con redes perineuronales de tipo •
•
clásicas en el núcleo magnocelular preóptico y su contenido positivo en parvalbúmina. •
•
^
•
11°.- No aparece especificidad en la síntesis de proteoglucanos por parte de neuronas o ^
•
astrocitos. Todos los tipos de proteoglucanos condroitín sulfato estudiados han sido ^
•
localizados ultraestructuralmente tanto en neuronas como en astrocitos. Si bien aparece más ^
•
cantidad de proteoglucano condroitín 4 sulfato en astrocitos que en neuronas. •
•
•
•
•
•
•
•
•
•
•
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